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Les récepteurs couplés aux protéines G forment des complexes 
multimériques comprenant protéines G et effecteurs. Nous cherchons à caractériser 
de tels complexes comprenant les récepteurs opioïdes delta (DOR) et les canaux 
Kir3, qui nous sont d’intérêt vu leur implication dans l’analgésie des opioïdes.  
Des expériences d’immunopurification, de BRET et de liaison GTPγS ont 
été réalisées à l’intérieur de cellules HEK293 transfectées. Les canaux Kir3 ont été 
co-immunopurifiés avec les DOR, suggérant une interaction spontanée entre 
récepteur et effecteur. Des essais BRET ont corroboré que l’interaction était 
présente dans des cellules vivantes et nous ont permis d’identifier une interaction 
spontanée et spécifique entre DOR/Gγ et Gγ/Kir3, indiquant leur coexistence en un 
même complexe. Puisque l’activation du récepteur implique la présence de 
changements conformationnels à l’intérieur de celui-ci, nous étions intéressés à 
vérifier si l’information conformationnelle circule à partir du récepteur lié au ligand 
jusqu’à l’effecteur en aval. Ainsi, nous avons déterminé l’effet de différents ligands 
sur le signal BRET généré par les paires suivantes : DOR/Gβγ, DOR/Kir3 et 
Kir3/Gβγ. Nous avons constaté une modulation de l’interaction DOR/Gβγ et 
Gβγ/Kir3 suivant l’ordre d’efficacité des ligands à stimuler la protéine G, ce que 
nous n’avons pas observé entre DOR et Kir3.  
Donc, nous concluons que l’information conformationnelle circule du 
récepteur au canal Kir3 via la protéine Gβγ. Ces résultats nous ont permis de 
développer un biosenseur BRET (EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc) qui pourrait être 
utilisé dans le criblage à haut débit afin de détecter de nouvelles molécules 
ayant une grande efficacité à activer les canaux Kir3. 
Mots clés 
Complexes multimériques, sélectivité fonctionnelle, récepteurs opioïdes delta, 
HEK293, conformations multiples 
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Summary 
G protein-coupled receptors form multimeric complexes comprising G 
protein and effectors. We want to characterize such complexes comprising delta 
opioid receptors (DOR) and Kir3 channels, which interest us due to their 
involvement in opioid analgesia. 
Immunopurification, BRET and GTPγS binding experiments were done in 
transfected HEK293 cells. Kir3 channels were co-immunopurified with DOR, 
implying a spontaneous interaction between the receptor and effector. BRET assays 
corroborated the presence of this interaction in living cells and allowed us to 
identify a spontaneous and specific interaction between DOR/Gγ and Gγ/Kir3, 
indicating their co-existence within the same complex. Since the activation of the 
receptor implies it undergoes conformational changes, we were interested in 
evaluating if the conformational information flows from the ligand-bound receptor 
until the downstream effector. Hence, we determined the effect of different ligands 
on the BRET signal that was generated by the following pairs: DOR/Gβγ, 
DOR/Kir3 and Kir3/Gβγ. We noticed a modulation of the DOR/Gβγ and Gβγ/Kir3 
interactions that followed the order of efficacy of the ligands to activate the G 
protein, which we did not observe between DOR and Kir3. 
Therefore, we concluded that the conformational information flows 
from the receptor to the Kir3 channel via the Gβγ protein. These results 
allowed us to develop a BRET biosensor (EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc), which 
could be used in high throughput screening to detect new molecules that 
activate Kir3 channels with high efficacy. 
Keywords 
Multimeric complexes, functional selectivity, delta opioid receptors, HEK293, 
multiple conformations 
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1. Introduction et recension des écrits 
1.1 Les circuits de la douleur 
La douleur est définie par la International Association for the Study of 
Pain comme étant « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, 
liée à une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en terme d’une telle 
lésion » [1]. On reconnaît depuis longtemps l’importance de l’évolution du 
système de la douleur dans la survie des organismes multicellulaires. Ce 
système comprend divers neurones permettant aux vertébrés, et à quelques 
invertébrés, de réagir à un environnement présentant régulièrement des stimuli 
nuisibles. Ces neurones spécialisés, dénommés « nocicepteurs », existent en 
différents formats et degrés de myélinisation, et expriment une multitude de 
protéines, tout dépendant de leur rôle dans la communication de la douleur 
[2]. Il existe deux classes de nocicepteurs : les fibres Aδ et les fibres C. Les 
fibres Aδ, interviennent dans la première douleur, c’est-à-dire la douleur 
aiguë, rapide et localisée. Ces nocicepteurs d’un diamètre moyen sont 
myélinisés, mais à un degré inférieur aux grosses fibres Aβ qui, elles, 
communiquent la stimulation mécanique normale. La deuxième classe de 
nocicepteurs, composée de fibres C, intervient dans la douleur secondaire, 
lente et moins bien localisée. Ces dernières sont d’un diamètre plus étroit que 
les fibres Aδ et ne sont pas myélinisées [3]. 
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Bien que la douleur soit un élément essentiel à la survie, il devient souvent 
nécessaire de la contrôler, par exemple lorsqu’elle est induite dans un contexte 
opératoire, ou encore lorsqu’elle devient chronique et perdure au point où la 
qualité de vie du patient en est atteinte. On peut catégoriser de façon générale 
deux types de douleur : la douleur « normale », parfois connue sous le nom de 
douleur « nociceptive » – bien que la nociception per se ne comprenne pas 
l’aspect émotionnel de la douleur – et la douleur « centrale. » La douleur dite 
normale survient lors d’un endommagement mécanique, thermique ou 
chimique du tissu, libérant des substances inflammatoires. Ceci active 
plusieurs terminaisons nerveuses périphériques qui sont quasi ou 
complètement inactives en temps normal. Ces neurones afférents primaires, 
dont les corps cellulaires se retrouvent dans les ganglions de la racine dorsale 
ou dans le ganglion de Gasser, aboutissent dans la moelle épinière, où ils 
transmettent l’information douloureuse à des neurones secondaires. Ces 
derniers se projettent au cerveau, pour aboutir au tronc cérébral et au 
thalamus, d’où le signal de douleur se divise entre un système discriminatoire 
sensoriel et un système régissant l’aspect affectif relié à la douleur, tous deux 
répartis dans différentes régions du cortex ou des noyaux thalamiques (figure 
1, page 3). Il est important de préciser que la transmission du signal 
douloureux est modulable via plusieurs mécanismes, en direction ascendante 
comme descendante pour fins de contrôle, impliquant principalement les 




Figure 1. Anatomie des voies de la douleur 
Les nocicepteurs afférents primaires transmettent l’information douloureuse aux neurones de 
projection dans la corne dorsale de la moelle épinière. Un sous-ensemble de ces neurones de 
projection transmet les informations au cortex somatosensoriel via le thalamus, fournissant 
des informations sur la localisation et l'intensité du stimulus douloureux. D'autres neurones de 
projection suscitent les cortex cingulaire et insulaire via des connexions dans le tronc cérébral 
(noyau parabrachial) et dans l'amygdale, contribuant à la composante affective de l'expérience 
de la douleur. Cette information ascendante accède également à des neurones du bulbe 
rachidien rostro-ventral et de la substance grise périaqueducale du mésencéphale afin 
d'engager des systèmes de rétroaction descendants qui régulent le signal à la moelle épinière. 




modulation se produit via les interneurones présents dans la corne dorsale [4] 
et émerge également de plusieurs régions telles le cortex, le thalamus et le 
tronc cérébral, incluant la substance grise périaqueducale, les noyaux du raphé 
et le locus coeruleus [5]. La douleur normale est nécessaire à la détection de 
stimuli dangereux mais devient pathologique lorsqu’elle ne sert plus à cet 
effet et perpétue le signal douloureux de façon chronique. La douleur dite 
centrale provient de l’endommagement du système nerveux central (SNC), 
plus spécifiquement d’une des sections responsables de la perception de la 
douleur, comme suite à un accident vasculaire cérébral, à une hémorragie 
méningée, à une compression, à une blessure traumatique du cerveau, à un 
abcès ou à un processus de démyélinisation ou encore de dégénérescence [6].  
Le signal douloureux est transmis d’un neurone à l’autre grâce à 
plusieurs protéines retrouvées à l’intérieur ou à la surface des cellules 
neuronales, notamment aux extrémités (synapses ou terminaisons nerveuses 
libres). Ces protéines consistent en des récepteurs membranaires tels que les 
récepteurs opioïdes (RO), α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate 
(AMPA), acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA), glycine, acide γ-
aminobutyrique (GABA), adrénergiques, 5-HT, cannabinoïde type 1 (CB1) et 
de l’adénosine et de leurs neurotransmetteurs respectifs; d’enzymes 
intracellulaires tels que les protéines kinases A (PKA), C (PKC), régulées par 
signal extracellulaire (ERK), p38 activées par des mitogènes et c-Jun N-
terminale (JNK); ainsi que de canaux ioniques tels que certains canaux 
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potassiques, calciques, sodiques, potentiels récepteurs transitoires vanilloïdes 
(TRPV) et des canaux ioniques senseurs de l’acidification extracellulaire 
(ASIC) [7]. L’ouvrage présenté ici portera sur les récepteurs opioïdes delta 
(DOR) ainsi que sur les canaux potassiques à rectification entrante aux sous-
unités 3.1 et 3.2 (Kir3.1 et Kir3.2). 
1.2 La distribution des RO 
Le système opioïde, apparu tôt dans l’évolution des vertébrés – il y a 
plus de 450 millions d’années – joue un rôle primordial dans la perception de 
la douleur ainsi que dans les mécanismes de récompense [8]. On reconnaît 
officiellement trois sous-types de RO : le δ (DOR) [9, 10], le μ (MOR) [11] et 
le κ (KOR) [12]. L’enképhaline, la β-endorphine et la dynorphine sont 
considérés comme étant les ligands endogènes desdits récepteurs, les deux 
premiers ayant une plus forte affinité pour les DOR et MOR, et le dernier 
ayant une plus forte affinité pour les KOR [13]. Un quatrième sous-type de 
récepteur légèrement plus éloigné des trois autres existe également, appelé le 
récepteur de la nociceptine (NOR), en référence à son ligand endogène [14]. 
Le NOR fait partie de la famille des RO mais il se différencie clairement des 
trois autres par son profil pharmacologique et ses propriétés pro-nociceptives 
[15].  
La distribution des RO et de leurs ligands endogènes, telle que nous la 
connaissons aujourd’hui, est basée sur l’ensemble d’une variété de méthodes 
de localisation des récepteurs, dans plusieurs modèles précliniques tels que 
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rongeurs et primates non-humains, mais également chez l’humain, et ceci à 
partir d’échantillons obtenus post mortem de même qu’in vivo, par biopsies, 
prises de sang et, méthode de tomographie par émission de positrons (TEP). 
Les MOR sont à ce jour les RO les plus ciblés en analgésie clinique, 
simplement parce que la première molécule à avoir été utilisée comme 
analgésique est un agoniste MOR : la morphine.  
Une étude d’immunohistochimie sur le SNC chez le rat a démontré la 
présence de MOR dans la corne dorsale de la moelle épinière, le noyau du 
tractus solitaire, le noyau ambigu, le locus coeruleus, le noyau 
interpédonculaire, le noyau latéral de l’habénula, le noyau accumbens, l'aire 
tegmentale ventrale, le thalamus, l’hypothalamus, les noyaux amygdaliens, le 
striatum, l’aire préoptique, et le cortex cérébral [16]. L’activation de RO 
induit différents effets physiologiques propres aux régions anatomiques où ils 
sont exprimés. Par exemple, chez les furets, les MOR de l'area postrema 
semblent être responsables de l'effet émétique causé par la morphine [17]. Les 
nausées et vomissements associés à l’utilisation prolongée d’opioïdes 
émergent aussi suite à l’activation des MOR gastro-intestinaux, qui freinent de 
façon importante le péristaltisme du tube digestif et causent, par la même 
occasion, l’important effet secondaire qu’est la constipation [18]. On pense 
que les symptômes d’abus et de dépendance aux opioïdes, c’est-à-dire 
l’euphorie, le plaisir, l’extase, l’excitation, les changements d’humeur et les 
propriétés de récompense, ainsi que les symptômes de sevrage, soit 
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l’irritabilité et la dysphorie, sont médiés à travers les MOR que l’on retrouve 
dans les neurones GABAergiques et leurs connections au système 
dopaminergique mésolimbique-mésocortical [19].  
Chez le rat, l’activation des MOR et DOR du noyau accumbens – 
région critique pour lier la motivation à l’action – induit la consommation de 
l’éthanol et de la nourriture riche et sucrée en plus d’induire l’anti-nociception 
[20]. L’hippocampe et le cortex sont des régions du cerveau cruciales à la 
cognition, et les RO qui y sont présents jouent des rôles dans l’activation 
synaptique, l’apprentissage et la mémoire [21]. 
Bien que la majorité des recherches sur les RO soit axée sur le SNC, 
de plus en plus d’études s’intéressent aux récepteurs retrouvés à l’intérieur du 
système nerveux périphérique (SNP) : la morphine est un agoniste MOR qui 
agit sur les RO du SNC et du SNP (ou dans la périphérie) alors que certains 
nouveaux opioïdes interagissent principalement avec les RO localisés sur des 
cellules non-neuronales tels que les leucocytes [22]. D’ailleurs, une étude qui 
a utilisé plusieurs méthodes de visualisation des récepteurs, c’est-à-dire des 
anticorps contre les récepteurs ainsi que des étiquettes de la protéine 
fluorescente verte (GFP) directement liées aux récepteurs, a démontré 
l’existence d’une ségrégation dans la distribution des MOR et DOR dans les 
neurones afférentes primaires chez la souris : les MOR se retrouvent dans les 
nocicepteurs peptidergiques, alors que les DOR prédominent dans les 
neurones myélinisés et non-myélinisés non-peptidergiques. Cette démarcation 
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se traduit d’autant plus par une séparation fonctionnelle : le MOR serait 
associé à la perception de la douleur thermique et le DOR, à la perception de 
la douleur mécanique [23]. 
Chez l’humain, des études de TEP ont démontré l’activation des MOR 
dans plusieurs régions du cerveau : la substance grise périaqueducale, 
l’hypothalamus, le thalamus antérieur et latéral, la région ventrale des 
ganglions de la base (noyau accumbens et le pallidum ventral), l’amygdale, le 
cortex latéral préfrontal, le cortex insulaire antérieur et le cortex cingulaire 
antérieur [19]. D’autres expériences de TEP mesurant la liaison de MOR et le 
débit sanguin cérébral ont démontré une association entre les opioïdes 
endogènes dans les régions limbiques du lobe temporal ainsi que dans le 
prosencéphale basal et l’inhibition anxiolytique [24]. 
Les kératinocytes relâchent de la β-endorphine lorsqu’ils sont stimulés 
à l’intérieur de la peau, permettant ainsi un effet analgésique périphérique 
[22]. Les MOR et β-endorphines retrouvés dans les mélanocytes de 
l’épiderme humain joueraient aussi un rôle dans la pigmentation en régulant la 
mélanogenèse et la prolifération des mélanocytes [25]. Chez certains rongeurs 
et primates, l’inflammation en périphérie résulte en l’augmentation de la 
quantité de MOR et d’endomorphines exprimés à l’intérieur des neurones de 
la racine dorsale [22]. On retrouve plusieurs enképhalines, en dehors du SNC 
du rat, qui jouent un rôle dans le contrôle de la douleur de ces articulations : à 
l’intérieur de la membrane synoviale, de la moelle osseuse, du périoste et de 
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l’os juxta-articulaire [22]. Comme pour le reste des RO, très peu d’études ont 
été faites sur la distribution des MOR chez l’humain, à part de démontrer leur 
existence dans une panoplie de cellules immunitaires : lymphocytes T et B, 
monocytes, macrophages et neutrophiles [26]. 
Des souris, exprimant le gène DOR étiqueté de la protéine fluorescente 
verte renforcée (EGFP), ont été conçues, rendant ainsi possible la localisation 
in vivo de ces récepteurs. Chez les souris adultes, les DOR fluorescents ont été 
détectés dans plusieurs régions du SNC: dans la moelle épinière, 
l’hippocampe, le bulbe olfactif, le striatum, l’amygdale basolatérale, ainsi que 
dans le cortex [27]. Ces souris knock-in ont permis de voir jusqu’à la neuro-
anatomie des récepteurs, à travers le système nerveux, révélant leur présence 
dans les corps cellulaires et les extensions des interneurones de l’hippocampe, 
de l’amygdale basolatérale et de plusieurs sections du striatum [28]. Les DOR 
de l’hippocampe et du cortex de la souris joueraient un rôle dans la mémoire 
spatiale ainsi que dans la cognition [21]. Par ailleurs, les DOR du cortex 
prémoteur, du striatum sensori-moteur et associatif ont été associés au 
fonctionnement de la motricité du rat [29]. Effectivement, des études de TEP 
ont confirmé la distribution des DOR chez l’humain en la corrélant avec 
d’autres études d’autoradiographie et d’acide ribonucléique messager 
(ARNm) faites auparavant [30].  
Chez les souris adultes, les DOR fluorescents ont été détectés dans 
plusieurs régions du SNP dont les ganglions de la racine dorsale [27]. Les 
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DOR se retrouvent également en dehors du système nerveux : dans des 
lymphocytes [31] et dans des cellules de peau récoltées par des biopsies de 
volontaires sains [32]. La présence de plusieurs RO, à la surface de 
cardiomyocytes et kératinocytes, suggère également l’intervention d’opioïdes 
endogènes lors de la croissance et maturation de certaines cellules ou tissus 
[33]. 
Récemment, dans une étude d’imagerie in vivo jumelant la technologie 
de TEP et d’un radiotraceur, on a observé que la distribution des KOR dans le 
cerveau du babouin serait retrouvée en plus grande concentration dans le 
cortex préfrontal et cingulé, ainsi que dans le striatum [34]. Plusieurs groupes 
de chercheurs ont étudié la distribution des KOR chez l’humain. Parmi les 
régions de cerveaux humains examinés à l’intérieur d’une banque d’acide 
désoxyribonucléique complémentaire (ADNc) de cerveau humain fétal, on a 
retrouvé des concentrations élevées d’ARNm de KOR dans l’amygdale, le 
noyau caudé, l’hypothalamus et le noyau sous-thalamique (suggérant un rôle 
des KOR dans le contrôle moteur); des concentrations modérées dans 
l’hippocampe et le thalamus; de faibles concentrations dans la substance noire 
et le corps calleux [35]. Également, en disséquant quelques cerveaux humains 
5-20h post mortem, une étude de transcription inverse suivie de réaction en 
chaîne par polymérase (RT-PCR) et d’hybridation in situ a estimé l’expression 
des KOR dans une multitude de régions: la moelle épinière au niveau cervical, 
dorsal et lombaire, l’hypophyse, le locus coeruleus, la substance noire, le 
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globus pallidus, le corpus mamillare, les colliculi supérieur et inférieur, le 
noyau olivaire, le bulbe olfactif, le noyau accumbens, le striatum, les noyaux 
thalamiques, l’amygdale, l’hypothalamus, l’aire tegmentale ventrale, 
l’hippocampe cérébelleux, ainsi qu’à travers le cortex [36]. On retrouve 
également des KOR à l’extérieur du système nerveux : à partir d’échantillons 
de sang (lymphocytes) provenant de volontaires sains, de l’ARNm des KOR a 
été extrait [37]. De plus, en analysant des échantillons de peau humains [32] 
ainsi que des cultures de kératinocytes, des expériences de RT-PCR et 
d’immunohistochimie ont permis de découvrir la présence de KOR et de 
dynorphines dans ces tissus [22]. 
Finalement, une revue publiée en 2009 a compilé et comparé 
exhaustivement la distribution des trois RO principaux (DOR, KOR et MOR) 
dans le cerveau de rats et de souris, étant donné la provenance de la majorité 
des recherches faites à ce jour [38]. Principalement, les trois types de 
récepteurs sont exprimés dans le cortex, le système limbique et le tronc 
cérébral, mais les DOR sont plus abondants que les autres RO dans le tractus 
olfactif, les cellules corticales et le striatum, alors qu’ils le sont moins dans les 
régions de l’hypothalamus, du thalamus, du mésencéphale et du tronc cérébral 
[38]. Les DOR sont les seuls RO que l’on retrouve dans la région du noyau 
pontique; les KOR, dans sept régions du cerveau constituant l’axe du stress; et 
les MOR, dans quatre noyaux thalamiques, le noyau trijumeau sensoriel et le 
 12
noyau ambigu. Les KOR et MOR coexistent dans la plupart des structures, 






Figure 2. Distribution anatomique et expression relative des RO 
Légende : Amb, noyau ambigu; AD, thalamus antérodorsal; AL, lobe antérieur, hypophyse; AON, 
noyau olfactif antérieur; Arc, noyau arqué, hypothalamus; BLA, noyau basolatéral, amygdale; BNST, 
noyau du lit de la strie terminale; CeA, noyau central, amygdale; Cl, claustrum; CL, thalamus 
centrolatéral; CM, thalamus centromédial; CoA, noyau cortical, amygdale; CPu, putamen caudé; 
CrbN, noyaux du cervelet; DMH, hypothalamus dorsomédial; DMR, raphé dorsal et médian; DTN, 
noyau tegmental dorsal; En, cortex endopiriforme; Ent, cortex entorhinal; FrCx, cortex frontal; G, 
noyau gélatineux, thalamus; G/VP, globus pallidus/ pallidum ventral; HbL, habenula latérale; HbM, 
habenula médiale; HPC, hippocampe; IL, lobe intermédiaire, hypophyse; IP, noyau 
interpédonculaire; LC, locus coeruleus; LD, thalamus latérodorsal; LG, géniculé latéral, thalamus; 
LH, hypothalamus latéral; LRN, noyau réticulaire latéral; MD, thalamus médiodorsal; Me, éminence 
médiane; MEA, noyau médian, amygdale; MG, géniculé moyen; MM, noyau mamillaire moyen; 
MV, noyau vestibulaire médial; NAc, noyau accumbens; NL, lobe neuronal, hypophyse; NRGC, 
noyau réticulaire gigantocellulaire; NTS, noyau du tractus solitaire; OCx, cortex occipital; PAG, 
substance grise périaqueducale; PCx, cortex pariétal; Pir, cortex piriforme; PN, noyau pontin; PnR, 
pontin réticulaire; PO, thalamus postérieur; POA, aire préoptique; PPTg, noyau pédonculopontin; 
PrS, pr/subiculum; PV, thalamus paraventriculaire; PVN, hypothalamus paraventriculaire; RE, 
thalamus reuniens; RN, noyau rouge; RM, raphé magnus; SON, noyau supra-optique; SN, substancia 
nigra; SNT, noyau trijumeau sensoriel; STN, noyau trigéminal spinal; TCx, cortex temporal; Th, 
thalamus; Tu, tubercule olfactif; Tz, noyau du corps trapézoïde; VL, thalamus ventrolatéral; VM, 
thalamus ventromédial; VMH, hypothalamus ventromédial; VPL, thalamus ventropostérolatéral; 




antérieure alors que les MOR le sont plutôt dans l’amygdale, le thalamus, le 
mésencéphale et quelques noyaux du tronc cérébral (voir la figure 2, page 12) 
[38]. Les trois sous-types de RO sont donc présents dans les SNC et SNP où 
leur activation produit une inhibition de la motilité gastrique [18]. Cet effet de 
constipation demeure un des effets secondaires les plus importants dans les 
traitements opioïdes à long terme. En effet, le système nerveux entérique est 
situé à l’intérieur du mur du tractus gastro-intestinal et partage plusieurs 
caractéristiques avec le SNC, dont la présence de RO et de leurs ligands 
endogènes, quoiqu’il contrôle les fonctions gastriques telles que la motricité, 
l’absorption et la sécrétion, indépendamment du SNC, même si celui-ci en 
module souvent les fonctions [39]. 
Les RO et leurs opioïdes endogènes, que l’on retrouve à l’intérieur des 
immunocytes, servent probablement à la régulation de la douleur périphérique 
inflammatoire; les opioïdes périphériques sont plus efficaces en présence 
d’inflammation [22]. En somme, on retrouve les RO non seulement à 
plusieurs endroits à l’intérieur du système nerveux mais aussi dans nombreux 
sites périphériques : leucocytes du sang périphérique [40], lignées cellulaires 
de tissu lymphoïde, cellules immunitaires [41], cellules tapissant le tractus 
gastro-intestinal [18], ganglions de la racine dorsale, tissus articulaires, 
fibroblastes, muscles lisses vasculaires et cellules satellites [32]. Les RO 
s’expriment non seulement aux membranes de certains neurones du SNC et du 
SNP, où ils jouent un rôle dans la transmission et le contrôle du signal 
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douloureux, mais se trouvent également à l’extérieur du tissu nerveux où ils 
agissent probablement lors de la croissance et la maturation de certaines 
cellules ou certains tissus [33]. 
Le fait de connaître la distribution des RO permet de mieux 
comprendre la physiologie des effets des ligands agissant sur ceux-ci. Par 
exemple, le haut niveau d’expression des RO, dans les régions du tronc 
cérébral, de la moelle épinière et des neurones afférents primaires, explique 
l’efficacité analgésique des opioïdes dans la voie spinale, au même titre que 
leurs effets sur la sédation, la dépression respiratoire et les nausées [33]. 
D’ailleurs, des lignées mutantes (knockout) pour les gènes du MOR (Oprm), 
du DOR (Oprd) ou du KOR (Oprk) ont été développées, sans aucun problème 
de survie pour les animaux. Ces lignées ont permis d’établir la relation entre 
les MOR et les mécanismes de récompenses renforcés par diverses drogues 
d’abus (opioïdes, cannabinoïdes, alcool et nicotine) ainsi que par des 
interactions sociales; celle entre les KOR et les effets dysphoriques des 
opioïdes ainsi que des cannabinoïdes, opposant les MOR; et celle entre les 
DOR et les réponses émotionnelles, les activités anxiolytiques et 
antidépressives [28].  
Même si les lignées mutantes ne révèlent actuellement aucune 
information anatomique, elles démontrent le rôle indéniable des RO dans la 
douleur et donnent une idée des effets comportementaux qui s’y rattachent 
[38]. En conséquence, les RO continuent d’être étudiés assidûment puisqu’ils 
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demeurent les cibles analgésiques les plus prometteuses, à ce jour. En général, 
les agonistes MOR et DOR sont associés à des effets analgésiques et de 
récompense, alors que les agonistes KOR sont associés à des effets 
indésirables comme la dysphorie et les hallucinations [42]. 
1.3 Les cibles analgésiques 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont reconnus pour 
être la plus importante famille de cibles thérapeutiques, soit plus de 25% des 
médicaments approuvés par l’administration américaine des denrées 
alimentaires et des médicaments (FDA) [43]. Plusieurs analgésiques sont 
d’ailleurs des ligands de RCPG : les opioïdes, cannabinoïdes, α2-
adrénergiques, muscariniques, GABAB, glutamate métabotropique de groupes 
II et III, et somatostatines [44]. Néanmoins, les agonistes des RO demeurent la 
pierre angulaire en matière de gestion des douleurs modérées à sévères, aiguës 
et chroniques, post-opératoires, cancéreuses et, de plus en plus, 
noncancéreuses [45]. Les douleurs que l’on appelle « noncancéreuses » sont 
définies comme étant des douleurs chroniques qui persistent plus de trois mois 
après le temps normal de guérison du tissu, survenant dans un contexte autre 
que le cancer ou en fin de vie [46]. Ceci inclut, par exemple, les maux de dos, 
l’ostéoarthrite, la fibromyalgie ainsi que les maux de tête [47]. Quelle que soit 
son origine, la douleur est un problème de santé majeur répandu à travers le 
monde, officiellement reconnu par l’organisation mondiale de la santé (OMS) 
depuis presque trente ans [48]. Aujourd’hui, on estime que plus de 50% des 
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patients ayant subi une chirurgie ou un traumatisme continuent à ressentir des 
douleurs sévères. Quant à la douleur chronique, elle affecterait une personne 
sur cinq en Europe, Amérique du Nord, Océanie et autres régions, résultant en 
d’énormes pertes économiques inhérents au coût des soins de santé et des 
médicaments, d’absentéismes d’emploi, des troubles de rendement au travail, 
des pertes de revenus, sans compter les coûts d’indemnisation des travailleurs 
et des prestations d’aide sociale [49]. L’OMS en est donc venu à rédiger les 
concepts d’une échelle analgésique visant à ériger les lignes directrices dans le 
traitement clinique de la douleur cancéreuse, basées sur la prémisse que tous 
les patients, à travers le monde, devraient recevoir un soulagement adéquat 
(figure 3, page 16).  
 
 
Figure 3. L’échelle OMS à trois étapes pour soulager les douleurs cancéreuses 
L’OMS a mis au point une échelle à trois étapes pour soulager les douleurs cancéreuses. 
Si la douleur survient, il devrait y avoir une prompte administration par voie orale de 
médicaments dans l’ordre ci-dessus : des non-opioïdes, puis, le cas échéant, des opioïdes 
légers, puis des opioïdes forts tels que la morphine, jusqu’à ce que le patient ne ressente plus 
de douleur. Afin de maintenir l’analgésie, les médicaments doivent être administrés aux 3-6h, 
plutôt que sur demande. Cette approche en trois étapes d’administrer le bon médicament à la 




L’OMS a pour but de développer des lignes directrices pour tous les 
types de douleurs dans les années à venir, mais de façon générale, la cible 
pharmacologique couramment visée dans le traitement opioïde demeure à ce 
jour les MOR, puisque la morphine et ses dérivés ont une plus grande affinité 
avec ceux-ci. D’ailleurs, la morphine et la naloxone font partie de la 16e et 
plus récente édition de la « Liste de médicaments essentiels » publiée par 
l’OMS représentant les médicaments nécessaires minimum à n’importe quel 
système de santé de base [51]. De plus, une grande partie des métabolites ont 
la même action pharmacologique que l’opioïde administré initialement. Les 
antagonistes et agonistes inverses MOR sont utilisés à plusieurs fins : en 
recherche, ils sont utilisés pour réduire certains des effets secondaires des 
agonistes MOR administrés ou encore pour agir sur les MOR présents dans le 
locus coeruleus afin de précipiter les effets de sevrage [52, 53]; et en clinique, 
dans des cas de surdose aux opioïdes [54]. Le tableau I (page 18) illustre la 
grande quantité d’agonistes et d’antagonistes MOR utilisés en milieu clinique, 
ainsi que certains métabolites et leur affinité au récepteur relativement à la 
morphine. 
1.4 Effets secondaires des opioïdes 
Actuellement, on constate maints problèmes liés à l’utilisation des 
opioïdes, à court ou à long terme, tels la constipation, la dépression 
respiratoire, l’hypotension orthostatique suite à la libération d’histamine, la 




Tableau I. Liste des opioïdes et métabolites principaux qui se lient aux MOR et leurs 
affinités relatives à la morphine 
 
 
Note : Les valeurs de liaison ont été regroupées afin de refléter les différents résultats 
provenant des diverses publications; les valeurs de 50-199 peuvent être interprétées comme 







Précisément, les MOR sont associés le plus fortement à tous ces effets, tandis 
que le KOR serait plutôt responsable de causer la sédation et la dysphorie en 
parallèle avec l’analgésie [42].  D’après de nombreuses études, plusieurs de 
ces impasses seraient évitables si on cherchait à développer des ligands 
spécifiques aux DOR, puisque ceux-ci seraient associés à des effets 
analgésiques avec de moindres effets secondaires [23, 56-58]. Précisément, les 
agonistes DOR démontrent une efficacité intéressante pour un potentiel 
d’abus moindre, des effets indésirables minimaux sur la respiration [59] et le 
système gastroentérique, comparé au MOR [58]. De plus, les agonistes DOR 
démontrent un potentiel unique dans la neurogenèse et la neuroprotection que 
l’on ne retrouve pas chez les autres RO [60]. Par contre, les agonistes DOR 
produisent des effets analgésiques moindre que les agonistes MOR [61] et à 
fortes doses, peuvent même causer des convulsions, quoique le mécanisme 
précis responsable de cet effet demeure inconnu [62].  
Finalement, les DOR sont non seulement des cibles intéressantes pour 
fins analgésiques, mais également des cibles potentielles pour le traitement de 
la dépression [62], de la maladie d’Alzheimer, de la maladie de Parkinson et 
des troubles d’anxiété [21, 29, 63]. Voilà donc pourquoi nous nous sommes 





1.5 Ligands des DOR 
Même si on n’en retrouve pas encore en milieu clinique, plusieurs 
ligands DOR ont été développés et identifiés. Voici un mot sur ceux qui seront 
adressés dans cet ouvrage. Tout d’abord, la morphine et la naloxone ont déjà 
été mentionnés au tableau I (page 18) de la section des cibles analgésiques 
comme étant des ligands MOR, mais les deux agissent également sur les 
DOR. L’activité de nouveaux ligands DOR, catégorisés ainsi suite à la 
détermination de leur affinité spécifique pour les DOR, a été 
traditionnellement évaluée par l’essai biologique sur le canal déférent de la 
souris. Brièvement, la technique consiste à appliquer les nouvelles molécules 
sur le tissu du canal déférent, ce dernier exprimant majoritairement des DOR 
comparativement aux MOR et KOR. La force des contractions du tissu – 
induites continuellement par des électrodes – est donc mesurée en présence et 
en absence du ligand potentiel : plus la force de contraction est diminuée par 
un ligand, plus celui-ci est considéré comme étant efficace [64]. En utilisant 
cette méthode, le ligand (+)-4-[(alpha R)-alpha-((2S,5R)-4-allyl-2,5-dimethyl-
1-piperazinyl)-3- methoxybenzyl]-N,N-diethylbenzamide (SNC-80) a été 
trouvé plus efficace que le c[D-pénicillamine2,D-pénicillamine5]enképhaline 
(DPDPE) [65]. Le ligand H-Dmt-Tic-NH-CH(CH2-COOH)-Bid (UFP-512) a 
été soumis au même essai ainsi qu’à un essai d’inhibition de l’accumulation 
de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), et a subséquemment été 
considéré comme étant un agoniste plus puissant que la morphine, mais 
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d’efficacité similaire [63, 66]. Notre laboratoire a également comparé 
l’efficacité de certains ligands à inhiber l’accumulation de l’AMPc et a obtenu, 
en ordre décroissant d’efficacité : SNC-80 ≥ DPDPE > UFP-512 > morphine 
≥ H-Tyr-Tic-Phe-Phe-OH (TIPP) ≥ naloxone > H-Tyr-Ticψ[CH2-NH]Cha-
Phe-OH (TICP) [67]. Une autre méthode courante, l’essai de liaison de 
[35S]GTPγS, mesure l’activation de la protéine G contrôlée par le récepteur 
survenant à un stade précoce dans la cascade de signalisation : lorsque la 
liaison au [35S]GTPγS est augmentée par un ligand, celui-ci est jugé être un 
agoniste tandis que si la liaison est diminuée, le ligand est considéré comme 
étant un agoniste inverse; un antagoniste stabilise l’activité présente en 
condition basale, c’est-à-dire sans ligand. Ainsi, plusieurs ligands DOR ont 
été comparés par la méthode de liaison au [35S]GTPγS : TICP et SNC-80 ont 
occasionné des changements de liaison significatifs de façon à être identifiés 
comme étant agoniste inverse – quoique modéré – et agoniste, respectivement. 
La naloxone, n’occasionnant qu’une légère diminution de la liaison 
[35S]GTPγS, et le naltrindole tout comme le TIPP n’occasionnant que de 
légères augmentations de la liaison, ont été reconnus comme étant des 
antagonistes neutres [68] ou partiels en AMPc [67]. Quelques-uns de ces 
ligands, le DPDPE [69, 70], le naltrindole [71] et la naloxone [72], agissent 
sur la signalisation des canaux potassique Kir3, mais aucune comparaison 
systématique n’a été faite et donc l’ordre d’efficacité des ligands DOR dans 
cette voie de signalisation demeure à ce jour incomplet. 
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En résumé, du point de vue de leurs structures, les ligands peuvent être 
catégorisés en deux groupes, les ligands peptidiques : DPDPE, UFP-512, 
TIPP et TICP, et les ligands non peptidiques : SNC-80, morphine, naloxone et 
naltrindole. Les ligands non peptidiques sont privilégiés dans les études 
d’imagerie cérébrale et s’ils passent la barrière hématoencéphalique, ils ont 
plus de chance de passer les membranes cellulaires [65]. D’un autre côté, un 
exemple de ligand peptidique est le DPDPE : un peptide qui a été synthétisé à 
partir de l’enképhaline en ajoutant des ponts de disulfure afin de rendre la 
conformation moins flexible à tous les RO et plus rigide pour se lier 
spécifiquement aux DOR. Même si le DPDPE semble nécessiter le 
transporteur d’anion organique Oatp1a4 afin de pouvoir traverser la barrière 
hématoencéphalique [73], ce ligand traverse la membrane du placenta 
principalement par transport passif [74]. L’UFP-512 a été synthétisé à partir 
d’un pharmacophore antagoniste du DOR, le Dmt-Tic, en modifiant 
l’extrémité C-terminale dans le but de créer un agoniste [75]. Il est possible 
que l’UFP-512 traverse la membrane cellulaire [66], puisque ce composé 
contient un groupement CH2COOH qui lui permet de traverser la barrière 
hématoencéphalique [63]. Le tripeptide TIPP  appartient à une classe 
d’antagonistes DOR caractérisés par la séquence H-Tyr-Tic-Phe- à l’extrémité 
N-terminale [76]. Finalement, TICP est un dérivé de TIPP, mais plus 




Figure 4. Structure des ligands utilisés dans notre étude 
Sources : (Mosberg, Hurst et al. 1983; Calderon, Rothman et al. 1994; Tryoen-Toth, Decaillot 
et al. 2005; Aguila, Coulbault et al. 2007; et Trescot, Datta et al. 2008) [53, 65, 66, 68, 78] 
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1.6 Structure et effecteurs des RO 
Les RO font partie de la famille rhodopsine appartenant à la 
superfamille des RCPG [79]. Ces derniers sont responsables de la 
transmission d’environ 80% de la transduction de signaux à travers la 
membrane cellulaire [80]. Les RCPG sont aussi connus sous le nom de 
récepteurs à sept domaines transmembranaires à cause de leur topologie : sept 
hélices alpha traversant la membrane cellulaire, la terminaison aminée située à 
l’extérieur de la cellule et la terminaison carboxyle du côté intérieur, les deux 
connectées par trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. 
Les RCPG sont également des récepteurs qui changent de conformation 
lorsqu’ils sont exposés à un de leurs ligands. La liaison d’un ligand au 
récepteur mène à l’activation d’une cascade d’événements intracellulaires qui 
se déroulent à travers diverses protéines G hétérotrimériques – chacune 
composée de trois sous-unités, soit un des 23 isoformes de la sous-unité α, un 
des 7 isoformes de la sous-unité β et un des 12 isoformes de la sous-unité γ – 
affiliées à différents effecteurs [81]. Les sous-unités β et γ forment un dimère 
qui ne se dissocie pas dans des conditions physiologiques, mais il demeure 
controversé si l’activation de la sous-unité α crée ou non une dissociation avec 
le dimère βγ  [81]. La sous-unité α est composée d’une hydrolase guanosine 
triphosphate (GTPase) qui convertit la guanosine triphosphate (GTP) en 
guanosine diphosphate (GDP) par hydrolyse, déclenchant son activation et le 
contrôle de la durée du signal en aval. C’est l’étape de la dissociation du GDP, 
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permettant la liaison d’un nouveau GTP non-hydrolysé, qui constitue l’étape 
limitante de ce système de signalisation. Plus précisément, la sous-unité Gαo 
est la protéine G la plus abondante du SNC, estimée à 1% de toutes les 
protéines membranaires [82]. Les RO s’associent spécifiquement aux 
protéines Gαi/o mais la sous-unité Gαo se dissocie de la GDP et se réassocie à 
la GTP trois fois plus rapidement que la Gαi, et l’activité de la GTPase de Gαo 
est de 3 à 7 fois plus élevée que celle de la Gαi [82]. La toxine pertussique 
(PTX) adénosine diphosphate (ADP)-rybosyle les protéines G associées aux 
RO et inhibe ainsi la communication avec leurs divers effecteurs [83]. Les RO 
s’associent effectivement avec une multitude d’effecteurs dont plusieurs types 
de canaux ioniques et d’enzymes de signalisation.  
1.7 Voies de signalisation 
Précisément, les DOR ont pour effecteurs l’adénylate cyclase (AC), la 
phospholipase C, certains canaux potassiques et calciques, et modulent 
plusieurs cascades de kinases dont les ERK, les transducteurs de 
signaux et activateur de la transcription STAT3, les p38 impliquant les 
tyrosines kinases proto-oncogènes sarcoma (Src) et les protéines sarcoma du 
rat (Ras), pour n’en nommer que quelques-uns [84]. Certains des effecteurs 
activés suite à la liaison d’un agoniste RO, agissent, en bout de ligne, pour 
réduire la transmission du signal douloureux d’un neurone à l’autre. Par 
exemple, les canaux calciques et potassiques retrouvés aux membranes 
synaptiques jouent des rôles importants dans la voie analgésique des 
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opioïdes : l’entrée de calcium dans la cellule, via des canaux voltage-
dépendants, promeut la  relâche de neurotransmetteurs présynaptiquement 
alors que les canaux à rectification entrante produisent l’effet inhibitoire de 
plusieurs neurotransmetteurs tels le GABA et les opioïdes [85-87]. 
Le canal potassique à rectification entrante appartenant à la famille 
Kir3 a été le premier effecteur βγ à avoir été identifié [88]. Lorsqu’un canal 
Kir3 est activé suite à la liaison d’un opioïde au récepteur, il hyperpolarise la 
cellule neuronale, réduisant le potentiel électrique de la membrane et inhibe 
ainsi la propagation du signal de façon post-synaptique [89] figure 5, page 26.  
 
 
Figure 5. Voie de signalisation des canaux Kir3 
Lorsque des neurotransmetteurs tels les opioïdes sont émis, ils activent les RO 
postsynaptiques associés aux Kir3 et augmentent ainsi la conductance de ces canaux. Ceci 
mène à l’hyperpolarisation de la membrane, réduisant finalement la propagation du potentiel 
d’action, ou de l’influx douloureux. Source : (Luscher et Slesinger 2010) [89] 
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Les mammifères expriment 4 différentes sous-unités des canaux Kir3 
(1 à 4), que l’on retrouve principalement sous forme d’hétérotétramères : 
Kir3.1/Kir3.2, Kir3.1/Kir3.3 et Kir3.2/Kir3.3 sont abondants dans le cerveau, 
et Kir3.1/Kir3.4 l’est dans le cœur [88]. On retrouve les Kir3.1 et Kir3.2 à la 
membrane postsynaptique de cellules excitatrices, en colocalisation avec les 
RO [90]. Il convient de préciser que les Kir3.1 exprimés seuls s’expriment 
mal à la membrane [91]. Ces canaux sont activés par les récepteurs couplés 
aux protéines Gαi/o [92, 93]. Également, les sous-unités Gβ1 et Gγ2 forment 
des dimères qui activent les canaux Kir3.1, alors que les dimères contenant la 
sous-unité Gβ5 inhibent les courants des canaux Kir3 [94]. Trois sites de 
liaison au dimère Gβγ ont été identifiés dans la structure Kir3.1 : un à 
l’extrémité N-terminale et les deux autres à l’extrémité C-terminale (figure 6, 
page 27). Kir3.1 se lie mieux avec Gβ1 et Gβ2 qu’avec d’autres Gβ, ce qui 
contribue à la spécificité de leur association [92, 93]. 
 
Figure 6. Les domaines de liaison des protéines G dans la structure de la sous-unité Kir3.1 
Source : (Yamada, Inanobe et al. 1998) [95] 
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De la famille des Kir3, ce seraient les homomères Kir3.2, ainsi que les 
hétéromères Kir3.1/Kir3.2 qui produiraient les courants ayant les plus grandes 
amplitudes [91]. Le développement de souris mutantes n’exprimant pas de 
Kir3.2 a démontré la perte partielle ou totale de l’antinociception 
normalement induite lors de traitement avec opioïdes, annonçant ainsi Kir3.2 
comme étant un joueur critique et donc une cible potentielle dans le traitement 
de la douleur via les RO [96]. Des expériences d’électrophysiologie ont 
soutenu que l’hyperpolarisation des cellules neuronales induite par des 
agonistes MOR passent bel et bien par les canaux potassiques à rectification 
entrante [97, 98]. Globalement, les opioïdes induisent l’analgésie en grande 
partie en activant les canaux Kir3.1/Kir3.2 [99]. On retrouve ces derniers dans 
les cibles spinales [99] et supraspinales des opioïdes, tels le bulbe olfactif,  
locus coeruleus, l’hippocampe, l’habenula, le cervelet, l’amygdale, le 
thalamus, la substance grise périaqueducale et l’aire tegmentale ventrale du 
cerveau du rat adulte [100]. 
Le développement de la tolérance étant un des problèmes actuels des 
opioïdes utilisés en clinique, il convient d’aborder également la voie de 
signalisation de l’AC puisque celle-ci fait partie des adaptations cellulaires les 
mieux caractérisées associées aux traitements chroniques des opioïdes. En 
conditions normales, les opioïdes se lient aux RO, qui inhibent l’activité des 
AC, principalement via les sous-unités α. Par contre, suite à une exposition 
continue à la morphine, l’effet inhibiteur est grandement diminué et des effets 
 29
excitatoires émergent. Ce changement survient en raison d’une augmentation 
de la synthèse de différents isoformes d’AC qui se trouvent stimulés par Gβγ 
au lieu d’être inhibés par Gαi [101]. Il existe une panoplie de protéines et de 
mécanismes impliqués dans le développement de la tolérance cellulaire aux 
opioïdes (voir figure 7, page 30). Par exemple, une augmentation de la 
phosphorylation des sous-unités Gβγ ainsi que des AC II et AC VII via la 
PKC accroît leur stimulation par Gαs et Gβγ [102]. Ainsi, les canaux Kir3 qui 
interagissent avec les RO jouent un rôle dans la voie de l’analgésie alors que 
les effecteurs AC mentionnés ci-dessus sont préférablement associés à la voie 
de la tolérance aux opioïdes. 
1.8 Existence de complexes multimériques 
L’interaction entre les RO, protéines G et Kir3 ou AC ne se réalise pas 
par collisions aléatoires, mais plutôt par compartiment, formant un multi-
complexe préassemblé [103, 104]. Depuis plusieurs années déjà, on se 
demande comment le récepteur stimulé arrive à reconnaître et activer ses 
effecteurs parmi les autres présents dans la cellule, considérant la multitude de 
récepteurs, de protéines G et d’effecteurs retrouvés à la membrane et dans le 
cytoplasme. Une première série de preuves soutenant l’existence de 
complexes multimériques provient d’expériences démontrant que les RCPG se 
regroupent avec leurs protéines G avant même d’atteindre la membrane à 









Figure 7. Adaptation des MOR au traitement chronique de la morphine 
Le traitement de morphine de façon chronique initie une variété d’adaptations en aval du RO. 
Ces adaptations surviennent à travers la signalisation des protéines Gα et Gβγ. Les 
adaptations principales identifiées à ce jour sont la synthèse et la phosphorylation des 
isoformes IV et VII de l’AC, ainsi que la phosphorylation de Gβ. 1. La régulation positive des 
isoformes IV et VII de l’AC, qui sont stimulés via Gβγ. 2. L’augmentation de la 
phosphorylation de l’AC par la PKC, ce qui augmente chez AC II/VII la stimulation Gβγ. 3. 
La phosphorylation d’AC II et VII augmente également leur stimulation via Gαs. 4. Gαs est 
augmenté suite au traitement chronique de la morphine et s’associe au MOR, augmentant 
ainsi la stimulation (via Gαs) de l’AC couplé aux MOR. 5. L’augmentation de la 
phosphorylation des kinases de RCPG (GRK) 2/3 et Gβ par la PKA et la PKC diminue 
l’association de Gβγ avec GRK, augmentant la disponibilité de Gβγ à interagir avec AC. La 
phosphorylation de Gβ par la PKC augmente la puissance de Gβγ à stimuler l’AC. 6. Les 
changements des enzymes effecteurs et des molécules de signalisation élicitées par les 
traitements chroniques de morphine modifieraient la réactivité à d’autres neurotransmetteurs 
(non-opioïdes) qui signalisent via les Gαi/Gαo, Gαs et l’AC, augmentant l’effet stimulateur 
des Gαs et Gβγ générés. En résumé, toutes les adaptations ont tendance à contrer l’inhibition 





est assemblé et s’associe au dimère Gβγ à l’intérieur du réticulum 
endoplasmique. Ensuite, c’est lors du passage au Golgi que s’ajoute la sous-
unité Gα, afin de compléter le « cœur » du complexe de signalisation, c’est-à-
dire le récepteur et la protéine hétérotrimérique [107]. Ces observations ont 
été réalisées en étiquetant les protéines étudiées avec une luciférase de Renilla 
reniformis (Rluc) et une protéine fluorescente, soit entière ou à moitié, afin de 
voir si celles-ci interagissent ensemble, et d’identifier leur localisation, 
combinant ainsi les méthodes de transfert d’énergie par résonance de type 
bioluminescente (BRET), de complémentation de fluorescence bimoléculaire 
(BiFC) et de microscopie confocale. La formation du complexe 
RCPG/protéine G serait donc constitutive et non pas induite à la suite de la 
liaison d’un agoniste [108]. Il importe d’ajouter que la formation de 
complexes multimériques lors de la biosynthèse des protéines au réticulum 
endoplasmique a lieu également avec des récepteurs n’appartenant pas à la 
superfamille des RCPG, tels les récepteurs d’insuline, par exemple [109]. 
D’autres études ont ensuite démontré, en utilisant le transfert d’énergie par 
résonance de type Förster (FRET) cette fois-ci, que les récepteurs rhodopsines 
et β2-adrénergiques peuvent, sous forme de monomère, former des complexes 
stables avec leurs protéines G, sans oligomérisation requise comme il avait été 
proposé auparavant [110, 111]. Des RO extraits de cerveaux de rats ont été 
co-immunoprécipités avec la sous-unité Gα indiquant l’existence de 
complexes récepteur/protéine G [112]. Une série d’études a démontré que 
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certains effecteurs s’ajoutent également aux complexes composés de RCPG et 
de protéines G avant qu’ils soient expédiés à la membrane. Par exemple, il a 
été démontré que le canal Kir3.1 interagit initialement avec le dimère Gβ1γ2 à 
l’intérieur du réticulum endoplasmique, ou du moins avant de se rendre à la 
membrane [113]. Une autre étude a trouvé que le récepteur β2-adrénergique, 
extrait des neurones de l’hippocampe du cerveau du rat, s’immunoprécipite 
avec la protéine Gα1C et l’effecteur Cav1.2, ce dernier étant activé dans des 
expériences de patch-clamp lorsque soumis à un agoniste du récepteur présent 
dans la pipette [114]. D’autres ont également co-immunoprécipité la sous-
unité Gβ1 avec l’effecteur AC, ainsi que la sous-unité Gγ2 avec l’effecteur 
Kir3.1 [104]. Des expériences de BRET ont complémenté l'interprétation de 
ces interactions en démontrant ce qui semblerait être des changements de 
conformations induites par les agonistes des récepteurs muscariniques de type 
M2 et des récepteurs β-adrénergiques faisant partie de l’un ou l’autre des 
complexes ci-mentionnés [104]. Dans certains cas, des complexes de 
signalisation macromoléculaires ont été observés entre effecteurs et 
récepteurs : c’est le cas des canaux calciques de type N retrouvés dans les 
neurones, qui s’associent avec plusieurs types de récepteurs dont les GABAB 
et les NOR [115, 116]. Plusieurs autres types de protéines comme les 
protéines Homer, par exemple, interagissent avec les complexes de 
signalisation et font l’objet de plus en plus d’études cherchant à mieux 
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caractériser tous les joueurs impliqués dans la formation de ces complexes 
[117].  
Somme toute, les complexes macromoléculaires sont la base de 
l’activité biologique dans les cellules. Plusieurs complexes ont maintenant été 
identifiés et il tarde donc de développer des approches qui détermineront leurs 
structures, basées sur les sous-unités individuelles et leurs interactions [118]. 
Malgré les nombreuses études démontrant la formation de complexes 
signalétiques composés de RCPG, protéines hétérotrimériques et effecteurs, 
d’autres questions persistent à déterminer l’instant précis où ces complexes se 
forment : certains prétendent que l’association se fait au niveau intracellulaire, 
alors que d’autres croient plutôt à une association des protéines une fois le 
récepteur rendu à la membrane. Quelles sont les implications de ces 
différentes possibilités? 
1.9 Sélectivité fonctionnelle 
La découverte des complexes de signalisation ouvre la porte à un 
potentiel précieux en matière de ciblage pour de nouvelles molécules. Un 
même récepteur peut se retrouver en compagnie de diverses protéines G et 
d’effecteurs et adopter ainsi diverses conformations. Ces conformations 
permettent donc au complexe d’afficher différentes interfaces qui deviennent 
accessibles à certains ligands. Ces ligands peuvent ensuite démontrer plus ou 
moins d’affinité envers l’une ou l’autre des différentes interfaces du 
complexe. En d’autres mots, une conformation en particulier pourrait être la 
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cible d’une molécule développée spécifiquement pour le complexe 
multimérique du récepteur lié à un seul de ses multiples effecteurs potentiels 
[119]. Traditionnellement, la théorie de la sélectivité fonctionnelle propose 
que les agonistes se lient au récepteur seul à la membrane, dictant ainsi une 
conformation unique à l’agoniste en question, qui favorise la liaison du 
récepteur avec l’un ou l’autre de ses effecteurs, produisant donc un effet 
préférentiel (figure 8A, page 35).  Par exemple, une étude a comparé l’effet 
d’une série de ligands sur deux différents effecteurs (AC et ERK) appartenant 
à un même récepteur (DOR) et les ordres d’efficacité de ces ligands se sont 
avérés différents d’un effecteur à l’autre, soutenant la théorie de la sélectivité 
fonctionnelle, puisque la théorie de la pharmacologie traditionnelle dicte que 
différents ligands devraient avoir le même effet sur tous les effecteurs d’un 
même récepteur, conservant le même ordre d’efficacité peu importe 
l’effecteur [67]. Avec l’évidence présentée ci-dessus à l’effet que certains 
complexes semblent plutôt se former avant l’arrivée à la membrane, il serait 
également possible que ce soient les divers complexes en entier qui présentent 
différentes conformations et donc différentes interfaces du récepteur, 
dépendant de leur composition. Ces différentes interfaces dicteraient ainsi 
l’affinité d’un ligand versus celle d’un autre envers le complexe entier (figure 












Figure 8. La sélectivité fonctionnelle 
Comparaison de la sélectivité fonctionnelle via le recrutement d’un effecteur spécifique (A) 
ou via l’activation spécifique d’un complexe signalétique de diverse composition (B). Selon la 
théorie la plus commune de la sélectivité fonctionnelle (A), le ligand (L1) stabilise une 
conformation du récepteur (R1) qui conduit au recrutement préférentiel et à l’activation d’un 
effecteur (E1) des multiples partenaires de signalisation possibles (E1 et E2). Par contre, si la 
sélectivité fonctionnelle est considérée comme étant un modèle où les récepteurs sont 
constitutivement associés à l’un ou l’autre des effecteurs (B), le ligand (L1) reconnaît et active 
préférentiellement le récepteur (R1) appartenant à un des multiples complexes potentiels, ce 
qui conduit à une stimulation de l’effecteur (E1) appartenant au même complexe 






Des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire indiquent 
que les DOR associés à différents effecteurs, tels l’AC II et le Kir3.1 n’ont pas 
la même affinité de liaison avec un même ligand (voir la figure 9, page 36) 
Ainsi, la pharmacologie du récepteur est différente lorsque celui-ci est lié au 
Kir3 que lorsqu’il est lié à l’AC II. 
 
Figure 9. Courbes de saturation [3H]Naltrindole et courbes de déplacement 
[3H]Naltrindole par DPDPE  
Les complexes qui contiennent différents effecteurs se lient de façon similaire à l’antagoniste 
[3H]naltrindole mais ont différentes affinités pour l’agoniste DPDPE. (résultats préliminaires) 
  
L’efficacité change donc de définition au fur et à mesure que la 
recherche avance : il n’y a pas si longtemps encore, l’efficacité d’un ligand 
était déterminée par sa capacité à stabiliser l’une des deux conformations 
possibles d’un RCPG, soit la conformation active et la conformation inactive. 
On observe maintenant depuis quelques temps que les ligands ont des 
efficacités dites « pluridimensionnelles », qui dépendent de la réponse de 
l’effecteur mesuré : un ligand peut donc être considéré agoniste dans une voie 
de signalisation, mais antagoniste ou agoniste inverse dans une autre voie 
affiliée à un autre effecteur. L’efficacité devient donc « le changement de 
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comportement du récepteur envers sa cellule hôte » [120]. Il convient de 
préciser qu’un ligand peut se lier à plusieurs endroits sur un récepteur; 
l’endroit où le ligand endogène se lie est nommé « site orthostérique », alors 
que tout autre endroit de liaison est qualifié de « site allostérique ». En effet, 
chaque RO exprime une pochette (comprenant le site dit orthostérique) 
permettant la liaison des différents ligand(s) endogène(s) [121]. Ces sites sont 
plus ou moins accessibles, dépendant de la conformation du récepteur [122]. 
Ainsi, la connaissance du potentiel des différentes conformations aiderait 
certainement à développer des ligands  qui dirigeraient le signal vers des voies 
de signalisation précises et pourraient, ultimement, mener à la réduction 
d’effets secondaires [123]. Par exemple, en analgésie opioïde, l’inhibition de 
l’AC par Gα est reliée au développement de la tolérance [101], alors que les 
voies d’activation des canaux potassiques Kir3 sont associées à l’effet 
désirable analgésique [99]. Plus précisément, quand la protéine 
hétérotrimérique Gαβγ est inactive, les sites de liaison de Gβγ et de Gα à 
leurs effecteurs sont inaccessibles à cause de leur propre association 
ensemble. Suite à l’activation du RO, les sous-unités Gα et Gβγ se dissocient 
et peuvent ainsi se lier à des effecteurs. Il serait donc théoriquement possible 
de moduler la capacité de  Gα ou de Gβγ à réguler leurs effecteurs, comme le 
fait par exemple la molécule M119. En effet, M119 inhibe sélectivement 
l’effecteur PLC (sans toucher aux canaux) et réduit ainsi la tolérance à 
l’antinociception de la morphine [124]. Par extension, si le site de liaison entre 
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Kir3.1 et le dimère Gβγ diffère de celui entre AC et Gα [125], il s’ensuit donc 
notre hypothèse de la possibilité de développer des ligands capables de diriger 
spécifiquement le signal d’activation vers le Kir3 (effet d’analgésie suite à 
l’activation du récepteur) en bloquant par exemple le lien Gα/AC 
(développement de la tolérance suite à l’activation du récepteur). C’est 
pourquoi nous croyons que cibler les voies Kir3 et AC séparément pourrait 
permettre de réduire la tolérance tout en conservant l’effet analgésique. 
1.10 Criblage à haut débit 
Suite à la découverte de l’existence de complexes signalétiques, les 
interactions entre protéines deviennent le centre d’intérêt d’un nombre 
croissant d’études (interactomiques) et pour cela, plusieurs méthodes 
d’imagerie moléculaire ont été développées, telles le FRET, le BRET, le gène 
rapporteur divisé, et les diverses variantes de la technique double hybride 
[126]. Le BRET démontre un potentiel particulièrement intéressant pour le 
criblage à haut débit. En plus de permettre l’étude de l’interaction entre 
protéines exprimées n’importe où à l’intérieur de cellules vivantes, la méthode 
BRET ne requiert aucune excitation lumineuse de source extérieure, évitant 
ainsi les problèmes de photoblanchiment, photodommage, diffusion de la 
lumière et autofluorescence [126]. Le BRET permet en outre d’observer en 
temps réel les différences qui se produisent à l’intérieur des interactions 
protéines-protéines lorsque celles-ci sont exposées à des ligands. Ainsi, le 
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recrutement de protéines peut être distingué des changements de conformation 
en créant des courbes de titrations, voir figure 9, page 36 [127].  
Le BRET est un essai de proximité développé récemment [128] qui 
ressemble à la méthode plus ancienne de FRET [129]. Dans le BRET, les 
deux protéines d’intérêt sont étiquetées chacune avec un rapporteur 
d’expression, tel qu’illustré à la figure 10, page 41 : un « donneur », soit la 
Rluc, et un « accepteur », soit la protéine jaune fluorescente (YFP). L’essai se 
base sur la capacité du donneur à émettre de la lumière et de l’énergie. Cette 
énergie sera absorbée par l’accepteur, s’il se trouve à l’intérieur d’un rayon 
d’environ 100Å (ou 10 nm), et ensuite réémise sous forme de lumière à une 
longueur d’onde plus élevée (530 nm) que la lumière émise par le donneur, 
initialement (485 nm). La différence entre les deux pics de lumière est plus 
importante en BRET qu’en FRET, puisque le donneur BRET est une protéine 
bioluminescente qui émet de la lumière à courte longueur d’onde et donc à 
forte énergie, alors que le donneur FRET est une protéine fluorescente qui 
émet une lumière à une longueur d’onde plus élevée, renfermant donc une 
plus faible énergie. Ceci rend la méthode BRET plus avantageuse puisqu’il y 
a moins de chevauchement entre les deux longueurs d’ondes du donneur et de 
l’accepteur, et le signal résultant est plus précis. Le ratio entre la lumière 
émise par l’accepteur et la lumière émise par le donneur est établi comme 
étant le « ratio BRET » et permet de comparer les transferts d’énergie d’une 
expérience à l’autre. Des paramètres tels que le BRETmax et le BRET50 ont 
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également été conçus comme  mesures de tendances d’association des deux 
protéines étudiées. 
Le BRET est idéal, en tant que technique de transfert d’énergie par 
résonance, pour le criblage à haut débit parce que la méthode est rapide : la 
lecture des résultats se fait en quelques minutes avec un lecteur de plaques 
approprié, en plus d’être spécifique à une seule interaction entre deux 
protéines précises; c’est une méthode peu coûteuse et les résultats générés 
sont faciles à interpréter [130, 131]. Le criblage à haut débit traditionnel 
consiste à détecter des agonistes ou antagonistes orthostériques, mais avec 
l’arrivée de nouveaux concepts de ligands allostériques et de sélectivité 
fonctionnelle pouvant activer l’une ou l’autre des voies de signalisation d’un 
même récepteur, il conviendrait de développer des méthodes de criblage à 
haut débit tenant compte de ces nouvelles possibilités relatives aux différents 







Figure 10. La méthode BRET 
Afin d’étudier l’interaction entre deux protéines, la protéine 1 est fusionnée à une Rluc et la 
protéine 2 est fusionnée à une protéine fluorescente, telle la protéine jaune fluorescente 
renforcée (EYFP), par exemple. La réaction est initiée par l’addition du substrat de la Rluc, la 
coelentérazine. Si la distance entre les protéines 1 et 2 est plus grande que 100Å, la lumière 
qui est émise reflète seulement le spectre d’émission propre à la Rluc. Si la distance entre les 
protéines 1 et 2 est de 10 à 100Å, l’énergie est transférée de la Rluc à la EYFP et la lumière 
émise est complémentée du signal de la EYFP. Le ratio BRET correspond au ratio 
530nm/485nm obtenu lorsque les deux partenaires sont présents, corrigé par le même ratio 
obtenu dans les mêmes circonstances expérimentales lorsque seulement un des deux 







Il existe déjà quelques essais d’influx à base de thallium qui mesurent 
l’activité des canaux potassiques dans les cellules vivantes. Même s’ils sont 
rapides et peuvent être utilisés en criblage à haut débit, ces essais demeurent 
des approches invasives, en plus de nécessiter que les cellules soient exposées 
à un tampon sans chlore,  puisque le thallium est non-soluble avec cet ion. De 
plus, ces méthodologies requièrent 1h d’incubation des cellules avec le milieu 
contenant un colorant fluorescent, qui nécessite une excitation lumineuse 
externe afin de détecter l’influx de thallium par les canaux potassiques. En 
bout de ligne, ces méthodes ne permettent même pas de savoir exactement où 
le ligand agit, mais seulement si celui-ci induit un changement dans le 
potentiel de la membrane [133, 134]. C’est donc l’essai BRET que nous avons 
choisi pour détecter les changements conformationnels induits par les ligands 
DOR, afin d’étudier si ces changements étaient proportionnels à l’activation 
des canaux Kir3.1/Kir3.2 et nous permettraient ainsi de développer un 









1.11 But du projet 
Les changements de conformation à l’intérieur des complexes 
macromoléculaires induits par les ligands pourraient donner une idée de 
l’efficacité de ces derniers, dans la voie de signalisation contrôlée par 
l’effecteur présent dans le complexe. Nous avons donc cherché à développer 
un biosenseur qui permettrait de détecter, dans des cellules vivantes, des 
ligands qui activent sélectivement une des voies de signalisation d’analgésie 
des RO : celle qui passe par Kir3. 
2. Méthodologie 
2.1 Réactifs 
Les réactifs reliés à la culture cellulaire tels le milieu minimum 
essentiel d’Eagle modifié (milieu de base), le sérum de veau fétal, le sérum de 
veau bovin, la glutamine, la pénicilline, la streptomycine et la trypsine 
proviennent de Wisent (St-Bruno, QC, Canada). Le bleu de trypan provient de 
VWR. Le chlorure de sodium (NaCl) provient d’ACP Chemicals (Montréal, 
QC, Canada). La polyéthylénimine (PEI) provient de Polysciences, Inc. 
(Warrington, PA, États-Unis). La PTX, la naloxone, le naltrindole-
hydrochloride, la morphine, le DPDPE, les inhibiteurs de protéase, le peptide 
DYKDDDDK (FLAG), la résine anti-FLAG M2, le persulfate d’ammonium, 
le tétra-méthyl-éthylènediamine, le luminol, le bleu de bromophénol, les sels 
utilisés pour le tampon PBS, le n-dodecylmaltoside, le dithiothréitol et le 
sodium de fluorure proviennent de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, États-
Unis). Les ligands TICP et TIPP proviennent généreusement du laboratoire du 
Dr P. Schiller, et l’UFP-512, du laboratoire de Dr G. Balboni. Le SNC-80 
provient de Tocris Cookson Inc. (Ellisville, MO, États-Unis). La 
coelentérazine provient de Nanolight Technology (Pinetop, AZ, États-Unis). 
Le Tris provient de MD Biomedicals, LLC (Aurora, OH, États-Unis). L’acide 
éthylène diamine tetra acétique (EDTA) et le sérum d’albumine bovine 
proviennent d’EMD Chemicals (Gibbstown, NJ, États-Unis). Le 
dodécylsulfate de sodium et les réactifs pour la méthode de Lowry 
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proviennent de BioRad (Hercules, CA, États-Unis). Le marqueur de poids 
moléculaire pour protéines et les films pour le développement des images des 
buvardages de Western (BW) proviennent de GE Healthcare Life Sciences. 
Les membranes de nitrocellulose sont de la marque déposée Protran et les 
plaques de 96 puits (puits blancs, extérieur noir et puits transparents, extérieur 
blanc) proviennent de Perkin-Elmer. Les anticorps secondaires anti-souris 
conjugués au fluorochrome Alexa 488 et les anti-lapin ou anti-souris 
conjugués au fluorochrome Alexa 647 proviennent d’Invitrogen. 
2.2 Plasmides 
Les plasmides comprenant les gènes étiquetés pour les expériences de 
BRET sont les suivants : le DOR-EYFP [135] qui a été produit en insérant le 
gène DOR humain sans codon d’arrêt à l’intérieur du vecteur pEYFP-N1 (BD 
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, États-Unis); le DOR-Rluc [135] qui a 
été produit en insérant le gène DOR humain sans codon d’arrêt à l’intérieur du 
vecteur pLuc-N3 (Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA, États-Unis); le 
ΔCD8-EYFP qui a été produit en sous-clonant le fragment correspondant aux 
209 premiers acides aminés de CD8 à l’intérieur du vecteur pEYFP-N1 
(Clontech); la sous-unité hétérotrimérique EYFP-Gγ2, qui a été produite en 
fusionnant la protéine EYFP à la sous-unité Gγ2 à l’extrémité N-terminale, tel 
que préalablement décrit pour la GFP10-Gγ2 [136]; la sous-unité de canal 
potassique Kir3.1-EGFP [137], qui a été produite en insérant le gène humain 
Kir3.1 étiqueté à l’extrémité C-terminale avec la protéine EGFP (Clontech) à 
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l’intérieur du vecteur d’expression pGEMHE; les canaux potassiques Kir3.1-
Rluc [104], qui est le résultat du gène humain Kir3.1 ayant été étiqueté à 
l’extrémité C-terminale avec la Rluc; Kir3.1-Rluc-Δ183-342 étant le même 
plasmide que Kir3.1-Rluc mais avec la délétion des acides aminés 183 à 342 
du canal; Kir3.1-Rluc-Δ342-501 étant le même plasmide que Kir3.1-Rluc 
mais avec la délétion des acides aminés 342 à 501 du canal, et Kir3.2-Rluc qui 
a été produit en insérant le gène humain Kir3.2 étiqueté à l’extrémité C-
terminale avec la Rluc à l’intérieur du vecteur pcDNA3.1+ [113]. Les 
plasmides comprenant les gènes étiquetés pour les expériences 
d’immunopurification (IP) sont le FLAG-DOR [138, 139] qui est le résultat 
du gène murin DOR étiqueté à l’extrémité N-terminale avec l’épitope FLAG à 
l’intérieur du vecteur pcDNA3, et le FLAG-Kir3.1 qui est le résultat du gène 
humain Kir3.1 contenant l’épitope FLAG, inséré entre les acides aminés 114 
et 115 du canal. Les plasmides comprenant les gènes non-étiquetés, soit le 
Gαo, le Gαi1, le Gβ1, le Gγ2 , le Kir3.2 et le vecteur pcDNA3.1+ ont été 
cotransfectés avec les plasmides étiquetés (mentionnés ci-dessus), tel 
qu’indiqué aux tableaux ad hoc. 
2.3 Culture cellulaire et transfection 
Toutes les expériences ont été faites sur des cellules provenant d’une 
lignée cellulaire issue de tissu épithélial du rein (HEK293), cultivées en milieu 
de base complémenté à 10% de sérum de veau fétal, ainsi que de 1000 U/mL 
de pénicilline, de 1 mg/mL de streptomycine et de 10 μg/mL de plasmocine, 
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lesdites cellules ayant été incubées à 37 °C en milieu humide supplémenté de 
5% de dioxyde de carbone. Les cellules ont été transfectées de façon 
transitoire avec des plasmides encodant les divers gènes requis en suivant la 
méthode de transfection polyéthylènimine [140]. La veille de la transfection, 
les cellules ont été redistribuées dans des pétris à une concentration de 4.5 
million de cellules par pétri de 10 cm. Le lendemain, les cellules ont été 
incubées 3-4h avec un mélange contenant du milieu de base, les plasmides 
requis (voir les tableaux à l’annexe I, pages xv-xxi, pour chaque 
combinaison), 150 mM de NaCl et 3 μg de PEI (pH entre 6.5 et 7.5) pour 
chaque μg de plasmide présent, ces trois derniers ayant été préalablement 
incubés 15 min ensemble avant d’être ajoutés aux cellules. Ensuite, la période 
d’incubation a été arrêtée en ajoutant du milieu de base supplémenté de sérum 
de veau fétal à 10%. Finalement, les cellules transfectées ont été incubées 48h 
dans les conditions décrites plus haut. 
2.4 Essais BRET 
Les essais BRET ont été réalisés dans des cellules exprimant les gènes 
étiquetés pour le BRET, tel qu’indiqué dans les tableaux inclus à l’annexe I 
(pages xv-xxi). Quarante-huit heures après la transfection, les cellules ont été 
lavées deux fois et détachées mécaniquement avec une solution de tampon 
phosphate salin (PBS), centrifugées 5 min à 300g pour ensuite être 
resuspendues dans cette solution PBS. Ensuite, les cellules ont été réparties à 
l’intérieur des puits (microplaque à 96 puits, B&W Isoplate avec puits blancs 
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et extérieur noir) à une concentration de 1 ou 2 mg/mL (80-160 μg par puits; 
méthode de Lowry, BioRad), ce qui a permis d’obtenir des niveaux de 
luminescence convenables, c’est-à-dire environ 15 000 comptes par seconde, 
pour les lectures BRET avec divers plasmides. Suite à leur suspension en 
solution PBS, les cellules vivantes et intactes, maintenues à la température de 
la pièce, ont été traitées avec 10 μM de ligand (ou PBS en tant que véhicule) 
pendant 2 min, suite à l’ajout du substrat de la Rluc, la coelentérazine à une 
concentration finale de 5 μM (Nanolight Technology), qui elle-même a été 
introduite 3 min auparavant, pour un total de 5 min avant les lectures. Tout de 
suite après, le transfert d’énergie entre la Rluc et la protéine fluorescente 
(EYFP ou EGFP) a été déterminé. Les lectures ont été faites par un lecteur de 
plaques (Victor3, Perkin Elmer) qui permet l’intégration séquentielle des 
signaux détectés dans les fenêtres de longueur d’ondes suivantes, à travers les 
filtres d’émission : la lumière émise par la Rluc, 448 à 473 nm, suivie de la 
lumière émise par la EYFP, 524 à 548 nm, ou la EGFP, 400 à 500 nm. Le 
signal BRET a été déterminé en calculant le ratio de la lecture de la EYFP ou 
de la EGFP sur la lecture de la Rluc. Les valeurs BRET ont ensuite été 
corrigées pour enlever l’auto-fluorescence des cellules en soustrayant du 
signal BRET total le signal de fond BRET, émis par les cellules elles-mêmes 
lorsque celles-ci expriment seulement la Rluc. Cette valeur corrigée a été 
désignée comme étant le « net BRET. » Afin de trouver les quantités de 
plasmides optimales pour étudier les changements de conformation potentiels 
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avec le BRET, des courbes de titrations ont été effectuées. Pour ces 
expériences, les quantités de la protéine étiquetée fluorescente ont été 
transfectées de façon croissante tout en conservant les autres quantités de 
protéines constantes, de manière à saturer le signal BRET, c’est-à-dire le 
transfert d’énergie entre la protéine étiquetée avec le donneur luminescent, et 
l’accepteur fluorescent, donnant lieu aux « BRETmax » et « BRET50 ». Le 
BRETmax est donc défini comme étant la valeur maximale du signal BRET 
émis lors de la titration, alors que le paramètre qu’est le BRET50 représente le 
ratio « fluorescence/luminescence » qui permet d’obtenir une valeur 
correspondant à 50% du BRETmax [141]. Il convient de préciser que ces deux 
valeurs sont des paramètres calculés et non empiriques. 
Le niveau d’expression de chaque protéine étiquetée a été déterminé 
par mesure directe de la fluorescence totale et de la luminescence totale des 
cellules transfectées. La fluorescence totale a été mesurée de nouveau avec le 
lecteur de plaque Victor3, mais cette fois au moyen d’une plaque avec puits 
transparents et extérieur blanc (microplaque à 96 puits, Isoplate); un filtre 
d’excitation à 485 nm; et un filtre d’émission à 535 nm pour la EYFP ou 
encore un miroir dichromic à 485 nm pour la EGFP. La luminescence totale a 
été mesurée avec le même lecteur de plaque Victor3, mais cette fois sans 




2.5 Co-IP des protéines étiquetées FLAG 
Pour ce qui est des essais de co-IP, les cellules ont été co-transfectées 
avec les plasmides encodant FLAG-DOR, Kir3.1-Rluc/Kir3.2, et les sous-
unités hétérotrimériques Gαβγ ou FLAG-Kir3.1, Kir3.2, EYFP-Gγ2, DOR-
Rluc, et les sous-unités Gαβ tel que spécifié aux tableaux VI et VII (voir 
annexe I, page xvii). Les cellules ont été exposées aux ligands indiqués, 
comme en BRET (10 μM, 2 min), et ensuite récupérées dans le tampon PBS, 
pour être resuspendues dans du tampon de lyse (5 mM de 
trishydroxyméthylaminométhane (Tris), 3 mM de chlorure de magnésium 
(MgCl2), 2 mM d’EDTA, 1 mM de fluorure de sodium, 5 μg/mL de 
leupeptine, 5 μg/mL d’inhibiteur de trypsine de soja, et 10 μg/mL de 
benzamidine) après quoi les cellules ont été homogénéisées 20 sec avec un 
homogénéisateur Ultraturax (IKA, Wilmington, NC, États-Unis). Suite à une 
centrifugation à 300g pendant 5 min, afin d’éliminer les mitochondries et 
noyaux, le surnageant a été centrifugé à 30 000g pendant 20 min et le culot 
résultant a été resuspendu dans du tampon de lyse pour un second tour de 
centrifugation (30 000g, 20 min). Le culot obtenu a été solubilisé sous 
agitation à 4 °C pendant 2h dans une solution contenant 0.5% de n-
dodécylmaltoside, 25mM de Tris, pH 7.4, 140mM de NaCl, 2mM de EDTA, 
1mM de fluorure de sodium, 5 μg/mL de leupeptine, 5 μg/mL d’inhibiteur de 
trypsine du soya, et 10 μg/mL de benzamidine, et ensuite centrifugé à 10 000 
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g pendant 30 min. À partir du surnageant, les IP du récepteur et du canal ont 
été réalisées à l’aide d’une résine d’agarose couplée à un anticorps anti-FLAG 
M2 (60 μL par échantillon), préalablement équilibrée dans le tampon de 
solubilisation supplémenté de 0.1% de sérum albumine bovine. Après 
incubation de 12-16h sous agitation à 4 °C, la résine a été amassée et lavée 
deux fois avec 500 μL du tampon de solubilisation et quatre fois avec 500 μL 
d’un tampon de solubilisation contenant 0.1% au lieu de 0.5% de n-dodécyl-
maltoside. Le récepteur ou le canal a subséquemment été élué trois fois par 
incubation de la résine pendant 10 min à 4°C avec 100 μL d’un tampon de 
solubilisation modifié contenant 150 μg/mL d’un peptide FLAG, et les éluats 
ont été combinés et concentrés par filtration membranaire au-dessus de 
concentrateurs de Microcon-30 (Millipore). Les échantillons ont ensuite été 
analysés selon la méthode d’électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 
présence de dodécylsulfate de sodium et la méthode de BW. Le tampon 
d’échantillon de dodécylsulfate de sodium a été ajouté (55 μL par 
échantillon), puis les échantillons, ainsi qu’une échelle de protéine, ont été 
déposés sur un gel d’empilement de 4% suivi d’un gel séparateur de 10%. Les 
protéines ont ensuite été transférées (50 mA, 16h; appareil Bio-Rad Mini-
TransBlot)  du gel séparateur à une membrane de nitrocellulose, et la quantité 
de EYFP-Gγ2 ou Kir3.1-Rluc récupérée avec le FLAG-Kir3.1 (anti-M2-
FLAG, souris, 1:1000) ou FLAG-DOR (anti-FLAG M2, lapin, 1:1000) 
immunopurifié (respectivement) a été évaluée en utilisant des anticorps contre 
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la GFP (lapin, 1:5000) ou contre la Rluc (1:500), suivi d’anticorps secondaires 
anti-lapin ou anti-souris couplés au raifort (1:40 000 Amersham Biosciences) 
[142].  
2.6 Liaison de [35S]GTPγS 
Les essais de [35S]GTPγS ont été faits avec des membranes cellulaires 
telles que décrites précédemment [143]. Les cellules ont été suspendues dans 
du tampon de lyse (25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 5 
μg/mL leupeptine, 5 μg/mL inhibiteur de trypsine de soja, and 10 μg/mL 
benzamidine) et homogénéisées 3 fois 5 sec au réglage maximum d’un 
homogénéisateur Polytron (Ultra-Turrax T-25, Janke & Kunkel). Les 
homogénats ont été centrifugés 5 min à 700g et le surnageant a été de nouveau 
centrifugé, cette fois à 27 000g pendant 20 min. Les culots ont été lavés deux 
fois avec du tampon de lyse et immédiatement resuspendus dans du tampon 
pour essai [35S]GTPγS (50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM 
MgCl2, 1 mM dithithreitol, 0.5% sérum d’albumine bovin et 3 μM GDP, pH 
7.4) afin d’obtenir un rendement de 10 μg de protéine par tube. Le 
[35S]GTPγS a été utilisé à 50 nM et la liaison non-spécifique a été déterminée 
en présence de 100 μM de GTP. Les ligands ont été introduits à une 
concentration finale de 100 nM pendant 60 min à température ambiante, et la 
réaction a été arrêtée par filtration rapide sur filtres de verre Whatman GF/C 
prétrempés dans l’eau. Les filtres ont été lavés deux fois avec du tampon de 
 53
lavage glacé (pH 7) contenant 50 mM Tris, 5 mM MgCl2, et 50 mM NaCl, et 
la radioactivité retenue a été déterminée par scintillation liquide. 
2.7 Analyse de données 
Tous les résultats compilés sont présentés sous forme de moyenne des 
données provenant de répétitions d’une même expérience ± l’erreur standard. 
Les comparaisons statistiques ont été effectuées par analyse de variance à 
mesures répétées à un facteur ou à deux facteurs, suivie de tests de 
comparaisons multiples de Bonferroni ou du test de Dunnett, afin de comparer 
les effets des ligands avec les conditions de base ou entre eux. Les analyses 
statistiques et ajustements de courbes ont tous été faits en utilisant Prism4 
(GraphPad, San Diego, États-Unis).
3. Exposé et analyse des résultats 
3.1 Les canaux potassiques Kir3 forment des complexes 
constitutifs avec les DOR et les protéines G hétérotrimériques 
Nous avons préalablement démontré que les DOR et l’hétérotrimère 
Gαβγ forment un complexe constitutif [142]. Puisque les canaux Kir3 sont 
des effecteurs de DOR activés via Gαβγ, et puisque les canaux Kir ont été 
démontrés comme interagissant de façon constitutive avec d’autres RCPG et 
leurs protéines G [113, 144, 145], nous étions intéressés à chercher si tel était 
le cas des DOR, protéines G et Kir3. 
Tout d’abord, l’interaction entre les protéines DOR et le canal 
Kir3.1/3.2 a été étudiée. Pour cela, nous avons utilisé la paire BRET 
constituée de DOR-EYFP et Kir3.1-Rluc, de même que le complexe Gαβγ, 
plus la sous-unité Kir3.2 du canal. La constitution et la spécificité de cette 
interaction ont été analysées en faisant des courbes de titration BRET où les 
ratios d’accepteur pour donneur étaient modulés en augmentant 
progressivement la quantité de protéine étiquetée de l’accepteur (DOR-
EYFP), tout en maintenant constante la quantité de protéine étiquetée du 
donneur (Kir3.1-Rluc). La courbe résultante est une hyperbole quadrangulaire, 
qui est représentée par deux paramètres : le BRETmax et le BRET50, tels que 
décrits dans l’introduction. Les paramètres calculés pour la courbe, en utilisant 
Prism4, sont donnés à la figure 11, page 55. La saturation du signal BRET 































Figure 11. Les canaux potassiques Kir3 interagissent de façon spécifique et constitutive 
avec DOR 
Des cellules HEK293 exprimant une quantité fixe du donneur Kir3.1-Rluc ainsi que des sous-
unités Gαi1β1γ2 et Kir3.2 ont été transfectées avec des quantités croissantes des accepteurs 
listés dans la figure. L’agoniste DPDPE a été introduit à une concentration de 10 μM, 2 min 
avant la lecture du signal BRET. Les résultats ont été exprimés en net BRET (voir la section 
méthodologie, page 48, pour le calcul du net BRET expérimental) et correspondent à un 
exemple représentatif. Les quantités de plasmides transfectées sont indiquées aux tableaux II 
et III de l’annexe I (pages xv et xvi). Pour la courbe DOR-EYFP/Kir3.1-Rluc basal, le 
BRETmax est de 0.058 ± 0.004 (calculé à partir de l’asymptote de la courbe) et le BRET50 est 
de 0.283 ± 0.080. Pour la courbe DOR-EYFP/Kir3.1-Rluc avec traitement DPDPE, le 
BRETmax est de 0.057 ± 0.004 et le BRET50 est de 0.572 ± 0.162. La droite ΔCD8-
EYFP/Kir3.1-Rluc donne une pente de 0.0001 ± 0.0002. Pour la droite ΔCD8-EYFP/Kir3.1-








les protéines donneuses sont considérées comme étant en étroite proximité des 
protéines accepteuses permettant l’émission d’un tel signal. De plus, puisque 
cette interaction saturable est présente en situation basale sans l’ajout 
d’agoniste, on peut conclure qu’il s’agit d’une interaction constitutive (figure 
11, page 55).  
Ensuite, l’interaction entre les protéines ΔCD8 et Kir3.1 a été évaluée. 
La protéine tronquée ΔCD8 exhibe une distribution similaire au récepteur 
mais n’interagit pas avec le canal Kir3 et peut donc servir de contrôle de la 
spécificité de l’interaction BRET [136]. La même expérience de titration 
décrite ci-dessus a été faite en augmentant progressivement les quantités de 
ΔCD8-EYFP tout en conservant les quantités de Kir3.1-Rluc constantes. Tel 
qu’illustré dans la figure 11, page 55, il n’y a pas eu d’hyperbole 
quadrangulaire décrivant une saturation mais plutôt une faible pente 
insaturable, ce qui indique typiquement une interaction non-spécifique 
(figures 11 et 13, pages 55 et 60). 
Afin d’évaluer d’avantage la spécificité de l’interaction entre DOR et 
Kir3.1, une expérience de compétition a été menée sur l’interaction entre 
DOR-EYFP et Kir3.1-Rluc. En d’autre termes, l’une des deux protéines de la 
paire BRET est mise en compétition avec sa contrepartie non-étiquetée, afin 
de déterminer s’il y a effet sur le signal BRET et donc sur la proximité entre le 
donneur et l’accepteur. Ici, des quantités de FLAG-Kir3.1 ont été transfectées 
de façon croissante dans des cellules exprimant la paire BRET DOR- 
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EYFP/Kir3.1-Rluc. Le signal BRET a été diminué au fur et à mesure que les 
quantités de FLAG-Kir3.1 ont augmenté, supportant la conclusion initiale que 
DOR-EYFP et Kir3.1-Rluc forment un complexe spécifique (figure 24, 
annexe II, page xxii, ajustement de courbe fait en utilisant Prism4). 
Finalement, afin de confirmer que les protéines DOR et Kir3.1 forment 
un complexe de façon constitutive, des expériences d’IP ont été faites in vitro 
où le récepteur étiqueté FLAG, a été purifié, et les quantités de Kir3.1-Rluc 
récupérées avec le récepteur ont été évaluées en présence ou en absence de 
l’agoniste DPDPE. Tel que démontré à la figure 12, page 58, la sous-unité du 
canal a été récupérée avec le récepteur en présence ou en absence d’agoniste, 
indiquant l’organisation de ces deux protéines à l’intérieur d’un complexe 
stable et constitutif qui est préservé lors des premiers stades de l’activation du 
récepteur. Ainsi, les données démontrent que DOR et Kir3.1/3.2 interagissent 
de façon constitutive pour former un complexe récepteur/effecteur. 
Nous avons préalablement démontré que DOR interagit de façon 
constitutive et spécifique avec Gαi1β1γ2 [142]. Donc, d’après nos résultats 
obtenus pour l’interaction entre DOR et le canal, il devrait s’ensuivre que 
Kir3.1/3.2 et les composantes de la protéine G interagissent aussi de façon 
constitutive et spécifique. Afin de tester cette hypothèse, nous avons choisi de 







Figure 12. Le traitement avec DPDPE n’affecte pas la quantité de Kir3.1 récupérée avec 
le FLAG-DOR immunopurifié  
Des cellules HEK293 non-transfectées (premier puits, ci-dessus) ainsi que des cellules 
HEK293 transfectées avec Kir3.1-Rluc, les sous-unités Gαβγ, Kir3.2 et FLAG-DOR, tel 
qu’indiqué au tableau VI de l’annexe I, page xvii (deuxième et troisième puits ci-dessus) ont 
été utilisées dans cette co-IP. Les protéines FLAG-DOR (environ 48 kDa) [146] ont été 
immunopurifiées et les quantités de Kir3.1-Rluc (environ 93 kDa) récupérées avec ou sans 
traitement DPDPE (10 μM, 2 min) ont été comparées par immunoblot et n’ont révélé aucune 







active directement le canal [95, 147, 148]. L’interaction entre la sous-unité 
hétérotrimérique Gγ2 et le canal Kir3.1 a été analysée par une titration dans 
laquelle des quantités fixes de Kir3.1-Rluc, Kir3.2, FLAG-DOR et les sous-
unités hétérotrimériques complémentaires Gαo et Gβ1 ont été co-exprimées en 
parallèle avec des quantités croissantes de EYFP-Gγ2. Effectivement, la 
titration pour cette paire BRET a également produit une hyperbole saturée, 
indiquant que notre supposition était correcte et qu’il y a une interaction de 
base entre les deux protéines (figure 13, page 60, ajustement de courbe fait en 
utilisant Prism4). De plus, le traitement avec SNC-80 (10μM, 2 min) induit 
une modulation du signal BRET, qui ne se voit pas en absence du récepteur 
(voir Figure 25, à l’annexe II, page xxiii) ou chez le contrôle négatif ΔCD8-






































Figure 13. Les canaux potassiques Kir3 interagissent de façon constitutive et spécifique 
avec des complexes comprenant la sous-unité Gγ2 hétérotrimérique et cette interaction 
est modulable par un agoniste 
Des cellules HEK293 exprimant une quantité fixe du donneur Kir3.1-Rluc ainsi que des sous-
unités Gαoβ1γ2 et Kir3.2 ont été transfectées avec des quantités croissantes des accepteurs 
listés dans la figure. L’agoniste SNC-80  a été introduit à une concentration de 10 μM, 2 min 
avant la lecture du signal BRET. Les résultats ont été exprimés en net BRET (voir 
méthodologie, page 48, pour le calcul du net BRET). Les quantités de plasmides transfectées 
sont indiquées aux tableaux III et IV de l’annexe I (page xvi). Pour la courbe EYFP-
Gγ2/Kir3.1-Rluc basal, le BRETmax est de 0.403± 0.011 et le BRET50 est de 3.089 ± 0.301. 
Pour la courbe EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc avec traitement SNC-80, le BRETmax est de 0.444 ± 
0.014 et le BRET50 est de 2.679 ± 0.319. La droite ΔCD8-EYFP/Kir3.1-Rluc donne une pente 
de 0.0001 ± 0.0002. Pour la droite ΔCD8-EYFP/Kir3.1-Rluc avec traitement, la pente est de 






Une deuxième expérience de co-IP a été effectuée cette fois pour 
évaluer l’interaction Kir3.1-Rluc/EYFP-Gγ2. La figure 14, page 62, démontre 
que Gγ2 peut être récupéré suite à l’IP de la sous-unité FLAG-Kir3.1, 
corroborant ainsi l’interaction constitutive des deux protéines. De plus, le fait 
que l’exposition à l’agoniste DPDPE ne change pas la quantité de Gγ2 qui 
précipite avec le canal indique que, tout comme pour l’interaction DOR/Kir3, 
celle de Gγ2/Kir3 demeure également stable suite à l’activation du récepteur. 
Somme toute, les résultats obtenus en IP démontrent une association 
constitutive entre le canal Kir3 et le récepteur, ainsi qu’entre l’effecteur et la 
sous-unité Gγ. En plus, les résultats BRET permettent d’étendre cette 
conclusion à l’interaction in vivo entre les protéines G, DOR et effecteur, tel 
qu’indiqué par un signal BRET de base et spécifique, généré par les paires 















Figure 14. Le traitement avec DPDPE n’affecte pas la quantité de Gγ2 récupérée avec le 
FLAG-Kir3.1 immunopurifié 
Des cellules HEK293 non-transfectées (premier puits, ci-dessus) ainsi que des cellules 
HEK293 transfectées avec ou sans FLAG-Kir3.1, EYFP-Gγ2, les sous-unités Gαβγ et Kir3.2, 
telles qu’indiquées au tableau VII de l’annexe I, page xvii (deuxième et troisième puits ci-
dessus) ont été utilisées dans cette co-IP. Les protéines FLAG-Kir3.1 (environ 56 kDa) ont été 
immunopurifiées et les quantités de EYFP-Gγ2 (environ 32 kDa) récupérées avec ou sans 
traitement DPDPE (10 μM, 2 min) ont été comparées par immunoblot. L’expérience 
correspond à un exemple représentatif de 2 expériences et les résultats n’ont révélé aucune 







3.2 Étude de l’effet de ligands DOR sur l’interaction entre les 
différentes composantes du complexe DOR-Gαβγ-Kir 
 
3.2.1 L’effet des ligands au niveau de l’interaction DOR/canaux 
Kir3 est minimal et ne suit pas l’ordre d’efficacité connu des ligands 
 
Les titrations obtenues dans la section précédente ont démontré que le 
ligand DPDPE ne modifiait pas le signal BRET basal produit par la paire 
BRET DOR-EYFP/Kir3.1-Rluc. Afin de déterminer si le manque d’effet était 
une caractéristique de ce ligand en particulier, nous avons cherché à 
déterminer les effets d’une panoplie d’autres ligands DOR qui abritent toute 
une gamme d’efficacités comprenant des agonistes inverses, des antagonistes 
ainsi que des agonistes partiels et complets [67, 149]. 
Tel que mentionné dans la section méthodologie, les effets de ligands ont été 
évalués dans les conditions optimales de transfection de plasmides donnant un 
signal BRET de base correspondant à la zone de saturation de la courbe de 
titration, et nous avons comparé l’efficacité des différents ligands à moduler le 
signal basal. La figure 15A, page 65, illustre la façon dont chacun des ligands 
testés a modifié ce signal de base. Aucun ligand n’a produit de changement 
significatif dans l’interaction DOR/Kir3 tel qu’établi par la paire DOR-
EYFP/Kir3.1-Rluc : (p >0.05 et n = 3 pour la valeur net BRET de chaque 
ligand comparée avec la valeur net BRET basale, soit 0.042 ± 0.002 (analyse 
de variance à mesures répétées, suivie du test de Dunnett). Afin d’éliminer la 
possibilité que le manque d’effet soit occasionné par l’emplacement de 
l’étiquette, nous avons répété le même type d’expérience, en utilisant cette 
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fois une paire BRET dans laquelle les étiquettes de donneur et d’accepteur 
étaient inversées : DOR-Rluc et Kir3.1-EGFP. Tel qu’illustré à la figure 15B, 
page 65, les changements du signal basal induit par les différents ligands 
étaient minimaux, suggérant fortement que l’emplacement des étiquettes n’est 
pas à la base du manque de modulation de l’interaction DOR/Kir3 par les 
ligands (p > 0.05 et n = 5 pour la valeur net BRET de chaque ligand comparée 
avec la valeur net BRET basale, soit 0.033 ± 0.002; analyse de variance à 
mesures répétées, suivie du test de Dunnett). L’absence presque généralisée de 
changements BRET significatifs a aussi été observé lors de la substitution de 
Kir3.1-Rluc par Kir3.2-Rluc en tant que donneur sauf pour TIPP  pour lequel 
le test de statistique s’est révélé significatif (0.079 ± 0.003; p > 0.05 et n = 7 
pour la valeur net BRET de chaque ligand comparée avec la valeur net BRET 
basale, soit 0.087 ± 0.003; analyse de variance à mesures répétées, suivie du 
test de Dunnett), voir figure 15C, page 65. Prises ensemble, ces observations 

































































































Figure 15. Les ligands du DOR ne modifient pas l’interaction du récepteur avec 
l’effecteur  
Afin de déceler les changements d’interaction induits par divers ligands DOR à l’intérieur du 
complexe multimérique comprenant DOR, Gαβγ et Kir3.1/3.2, plusieurs paires BRET ont été 
testées. Des cellules HEK293 exprimant les paires BRET ci-dessus ont été traitées avec huit 
différents ligands et le signal BRET basal (sans traitement) a été soustrait des signaux BRET 
obtenus suite aux traitements de ligands (10 μM, 2 min). Les résultats correspondent à la 
moyenne ± l’erreur standard de la moyenne de la différence et ont été obtenus en faisant les 
traitements en parallèle, voir les tableaux VIII, IX et X à l’annexe I (pages xvii et xviii) pour 
les conditions de transfection. Les ΔBRET ont été comparés les uns aux autres (analyse de 
variance à mesures répétées, suivie du test de Dunnett) afin de déterminer s’il y avait un ordre 
d’efficacité dans les effets des ligands, mais tous les résultats se sont avérés non significatifs, 
c’est-à-dire que nous n’avons pas vu de différence d’efficacité des ligands à modifier le signal 
BRET. A. Les cellules transfectées expriment l’accepteur DOR-EYFP et le donneur Kir3.1-
Rluc (n = 3). B. Les cellules transfectées expriment l’accepteur Kir3.1-EGFP et le donneur 
DOR-Rluc (n = 5). C. Les cellules transfectées expriment l’accepteur DOR-EYFP et le 






3.2.2 L’effet des ligands sur d’autres interactions à l’intérieur du 
complexe DOR/Kir3 est significatif et suit l’ordre d’efficacité connu 
des ligands 
 
3.2.2.1 Étude de l’effet de ligands DOR sur l’interaction entre le 
récepteur DOR et la sous-unité Gγ 
 
Les données obtenues dans la section précédente indiquent que nous 
avons analysé l’interaction de DOR et Kir3 avec différentes paires BRET 
mais la majorité n’indiquait pas de changement, sauf TIPP. Pourtant, la paire 
BRET n’a pas détecté de changement BRET pour les ligands étant connus 
comme ayant un effet d’activation du canal Kir. Donc, malgré l’association 
constitutive entre le DOR et les canaux Kir3, l’effet des ligands sur le RET 
n’est pas prédictif de leur capacité à ouvrir le canal Kir. Ces observations sont 
consistantes avec notre compréhension actuelle de l’activation du canal Kir3 
via les protéines G hétérotrimériques et non pas directement par le récepteur. 
En effet, plusieurs études ont démontré que le dimère Gβγ est essentiel pour 
l’activation des Kir3 via les RCPG [150].  
Nos données antérieures démontrent également que les changements 
BRET induits par la liaison de ligands au DOR sont directement transmis à 
leurs partenaires de signalisation en aval, soit Gα et Gβγ [142]. En accord 
avec ces études, nous avons observé que le net BRET basal généré par DOR-
Rluc et EYFP-Gγ2 (0.169 ± 0.004) a été augmenté de façon significative par 
SNC-80 et DPDPE 10 μM, 2 min (net BRET après SNC-80 : 0.207 ± 0.007, n 
= 5; p < 0.01 et net BRET après DPDPE : 0.188 ± 0.004, n = 5; p < 0.05; 
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analyse de variance à mesures répétées, suivie du test de Dunnett). De plus, la 
comparaison des changements BRET induits par les différents ligands a 
démontré que la modification du transfert d’énergie était reliée à leur 
efficacité à activer le récepteur, tel qu’indiqué par le fait que l’augmentation 
induite par le très efficace agoniste SNC-80 était significativement plus élevée 
[151] que ceux induits par l’agoniste DPDPE et les agonistes partiels 
morphine et UFP-512, qui étaient à leur tour plus élevés que l’antagoniste 
















































Figure 16. La liaison de ligands au DOR modifie le transfert énergétique à l’interface du 
récepteur avec la sous-unité Gγ2 de la protéine G hétérotrimérique 
La paire BRET utilisée ici est composée du donneur DOR-Rluc et de l’accepteur EYFP-Gγ2, 
le premier étiqueté à l’extrémité C-terminale et le second à l’extrémité N-terminale, voir le 
tableau XI à l’annexe I (page xviii) pour les conditions de transfection. Les résultats ci-dessus 
correspondent à la moyenne ± l’erreur standard de la moyenne de 5 expériences effectuées en 
parallèle afin d’évaluer les changements de net BRET induits par les ligands énumérés ci-
haut. Les changements ont été calculés en soustrayant le BRET basal du BRET détecté en 
présence des ligands. Une analyse de variance à mesures répétées, suivie de tests de Dunnett 
entre SNC-80 et UFP-512, morphine et DPDPE a été faite et a démontré une différence 
significative (p < 0.01). Une seconde analyse de variance à mesures répétées, suivie de tests 
de Dunnett a également été faite afin de comparer ces 3 derniers ligands avec la naloxone, ce 
qui a donné lieu à une autre différence significative, telle qu’illustré ci-dessus. 
ns = non significatif 
** = p < 0.01 







3.2.2.2 Étude de l’effet de ligands DOR sur l’interaction entre la sous-
unité Gγ et les canaux potassiques Kir3 
 
Subséquemment, l’analyse statistique de l’action des ligands sur 
l’interaction EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc a révélé un type de résultat semblable à 
celui décrit ci-haut, dans lequel différents ligands ont produit une 
augmentation significative au net BRET : net BRET basal : 0.237 ± 0.011; net 
BRET après SNC-80 : 0.285 ± 0.014, n = 13, p < 0.01; net BRET après 
DPDPE : 0.268 ± 0.013, n = 13, p < 0.01; net BRET après UFP-512 : 0.254 ± 
0.013, n = 13, p < 0.01; net BRET après morphine : 0.253 ± 0.013, n = 13, p < 
0.01; analyse de variance à mesures répétées, suivie du test de Dunnett. La 
comparaison des changements BRET induits par les différents ligands a 
démontré que la modification du transfert d’énergie était reliée à leur 
efficacité à activer le récepteur, tel qu’indiqué par le fait que l’augmentation 
induite par le très efficace agoniste SNC-80 était significativement plus élevée 
[151] que celles induites par les agonistes partiels DPDPE, morphine et UFP-
512, qui étaient à leur tour plus élevées que celles induites par les antagonistes 
naloxone, naltrindole, TICP et TIPP, analyse de variance à mesures répétées, 










































Figure 17. La liaison de différents ligands au DOR induit un changement de transfert 
d’énergie entre les paires BRET déterminant l’interaction Gγ/Kir3.1 
La paire BRET utilisée ici est composée de l’accepteur EYFP-Gγ2 et du donneur Kir3.1-Rluc, 
le premier étiqueté à l’extrémité N-terminale et le second à l’extrémité C-terminale, voir le 
tableau XII à l’annexe I (page xix) pour les conditions de transfection. Les résultats ci-dessus 
correspondent à la moyenne ± l’erreur standard de la moyenne de 13 expériences effectuées 
en parallèles afin d’évaluer les changements de net BRET induits par les ligands énumérés ci-
haut. Les changements ont été calculés en soustrayant le BRET basal du BRET détecté en 
présence des ligands. Les analyses de variance à mesures répétées, suivie de tests de 
comparaisons multiples de Bonferroni entre SNC-80 et UFP-512, morphine et DPDPE, ainsi 
qu’entre ces 3 derniers et la naloxone ont donné lieu aux valeurs p indiquées dans la figure ci-
dessus. 








La figure 18, page 72, illustre des changements BRET quasi identiques 
à ceux de la figure 17, page 70, la seule différence étant que le donneur ici est 
Kir3.2-Rluc et non Kir3.1-Rluc, en relation avec EYFP-Gγ2. Nous avons 
observé que le net BRET basal généré par Kir3.2-Rluc et EYFP-Gγ2 (0.152 ± 
0.011) a été augmenté de façon significative par SNC-80, DPDPE, morphine 
et UPF-512 à 10 μM, 2 min (net BRET après SNC-80 : 0.171 ± 0.013, n = 7; 
p < 0.01, net BRET après DPDPE : 0.161 ± 0.010, n = 7; p < 0.01, net BRET 
après morphine : 0.163 ± 0.012, n = 7; p < 0.01 et net BRET après UFP-512 : 
0.160 ± 0.011, n = 7; analyse de variance à mesures répétées, suivie du test de 
Dunnett). De plus, la comparaison des changements BRET induits par les 
différents ligands a démontré que la modification du transfert d’énergie était 
reliée à leur efficacité à activer le récepteur, tel qu’indiqué par le fait que 
l’augmentation induite par le très efficace agoniste SNC-80 était 
significativement plus élevée [151] que celles induites par l’agoniste DPDPE  
et les agonistes partiels morphine et UFP-512, qui étaient à leur tour plus 
élevées que celle induite par l’antagoniste neutre naloxone (figure 18, page 
72) [66, 67]. Ainsi, le transfert d’énergie induit par les différents ligands est 
détectable autant avec la paire BRET Gγ2/Kir3.1 qu’avec Gγ2/Kir3.2 et les 
effets induits par les ligands sont reproductibles avec les deux biosenseurs, ce 
qui est escompté puisque le canal fonctionnel est un hétérodimère des deux 
sous-unités. 
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En fait, les changements BRET induits par les ligands à l’interface 
DOR/Gγ sont directement corrélés à ceux observés pour l’interaction 
Gγ/Kir3.1 (figure 18, page 72). Ces observations sont consistantes avec la 
notion que les changements résultant de l’activation du récepteur sont 
transmis au dimère Gβγ, qui les transmet à son tour directement vers le canal 

































Figure 18. La liaison de différents ligands au DOR induit un changement dans le 
transfert d’énergie entre les paires BRET déterminant l’interaction Gγ/Kir3.2 
La paire BRET utilisée ici est composée de l’accepteur EYFP-Gγ2 et du donneur Kir3.2-Rluc 
le premier étiqueté à l’extrémité N-terminale et le second à l’extrémité C-terminale, voir le 
tableau XIII à l’annexe I (page xix) pour les conditions de transfection. Les résultats ci-dessus 
correspondent à la moyenne ± l’erreur standard de la moyenne de 7 expériences effectuées en 
parallèle afin d’évaluer les changements de net BRET induits par les ligands énumérés ci-
haut. Les changements ont été calculés en soustrayant le BRET basal du BRET détecté en 
présence des ligands. Les analyses de variance à mesures répétées, suivie de tests de Dunnett 
entre SNC-80 et UFP-512, morphine et DPDPE, ainsi qu’entre ces 3 derniers et la naloxone 
ont donné lieu aux valeurs p indiquées dans la figure ci-dessus. 
ns = non significatif 




Figure 19. Les changements BRET induits par les ligands à l’interface de DOR/Gβγ sont 
directement corrélés à ceux qui prennent place à l’interface de Gβγ/Kir3.1 
Les effets des ligands sur l’interaction Gγ2-Kir3 étaient corrélés avec ceux observés pour la 
paire Gγ2-DOR, d’après une analyse de corrélation faite avec le logiciel Prism4 qui a calculé 
un R2 de 0.914 et une valeur p de 0.0002 pour la corrélation. 
 
De plus, les changements BRET induits par ligands à chacune de ces 
interfaces successives sont concentration-dépendants et les valeurs de 
puissance à modifier chacune des interactions sont similaires (figure 20A et 
20B, page 74), supportant davantage la notion que Gβγ agit en tant 
qu’intermédiaire, transmettant l’information du récepteur à l’effecteur. 
Comme on peut voir à la figure 20B, page 74, le changement du signal BRET 
induit par DPDPE est inhibé lorsque les cellules sont préalablement traitées 
avec la PTX 100 ng/mL, 16h qui inactive l’hétérotrimère αiβγ [83]. Donc, il 
s’ensuit que l’effet DPDPE sur le BRET basal passe par l’activation de la 
protéine G [142, 152]. Il convient de préciser que le niveau de BRET basal 
n’est pas affecté par le traitement avec la PTX. 
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Figure 20. Les changements BRET induits par les ligands à l’interface de DOR/Gβγ (A) 
ou de Gβγ/Kir3.1 (B) sont concentration-dépendants 
A. Des cellules HEK293 transfectées avec la paire BRET EYFP-Gγ2 et DOR-Rluc ont été 
traitées avec des concentrations croissantes du ligand DPDPE (0 à 10-5 M). B. Des cellules 
HEK293 transfectées avec la paire BRET EYFP-Gγ2 et Kir3.1-Rluc ont été traitées avec des 
concentrations croissantes du ligand DPDPE (0 à 10-5 M), en présence ou en absence de 100 
ng/mL de PTX. Voir les tableaux XIV et XV à l’annexe I (pages xix et xx) pour les conditions 
de transfection des courbes A et B, respectivement. La courbe dose-réponse de la figure 20A a 
été calculée en utilisant l’outil d’analyse de courbe dose-réponse intégré au logiciel Prism4 et 
la concentration d’efficacité 50% a été estimée à 0.107 nM. La courbe dose-réponse de la 
figure 20B a été calculée de la même façon et semblablement, la concentration d’efficacité 
50% a été estimée à 0.347 nM. Nous avons aussi observé que le signal de BRET basal ne 
change pas lorsque les cellules sont incubées avec DPDPE 10 μM, 2 min si elles ont 
















3.2.3 Les changements des signaux BRET induits par les ligands 
DOR à l’intérieur du biosenseur détectant les interactions entre Gγ 
et Kir3 sont corrélés avec des paramètres de l’activation de la 
protéine G 
 
Nous avons donc démontré que les changements BRET à l’interface 
Gγ2/Kir3 sont dépendants de l’activation de la protéine G. Par la suite, nous 
avons fait des expériences de [35S]GTPγS pour certains ligands. Cet essai nous 
donne un index biochimique de l’activation de la protéine G suite à 
l’activation du récepteur par son ligand [153]. Les résultats obtenus via cet 
essai ont révélé que la liaison de [35S]GTPγS à la protéine G est plus élevée 
suite au traitement avec SNC-80 (2.008 ± 0.349) qu’au traitement avec 
DPDPE (0.986 ± 0.183), qui à son tour était plus efficace que les traitements 
de TIPP (-0.045 ± 0.035), naloxone (-0.137 ± 0.033) et TICP (-0.133 ± 0.052), 
voir figure 21A, page 76. Si on compare l’efficacité des différents ligands à 
activer la protéine G et à induire un changement BRET à l’interface EYFP-
Gγ2/Kir3.1-Rluc, on trouve une forte corrélation (R2 = 0.995, p = 0.0004) des 
effets des différents ligands (SNC-80, DPDPE, TIPP, naloxone et TICP) 
perçus par les deux essais. Cette corrélation implique que le changement du 
signal BRET détecté par notre biosenseur est proportionnel à l’activation de la 
protéine Gα, une mesure directe de l’efficacité des ligands. Il existe donc une 
corrélation entre les paramètres de l’activation de la protéine G et le 











































Figure 21. La capacité des ligands à induire des changements dans le signal BRET généré 
par le biosenseur Gβγ/Kir3.1 est corrélée avec les paramètres de l’activation de la protéine G 
A. Des cellules HEK293 ont été co-transfectées de façon stable avec FLAG-DOR et utilisées pour 
les essais de liaison [35S]GTPγS, tel que décrit à la section méthodologie (page 52). Les résultats 
correspondent à la moyenne ± l’erreur standard des changements de liaison [35S]GTPγS induits par 
les ligands, provenant de plus de 7 expériences conduites en triplicata. Les analyses de variance à 
mesures répétées, suivies de tests de Bonferroni entre SNC-80 et DPDPE, ainsi qu’entre ce dernier 
et TICP, TIPP et naloxone ont donné lieu aux valeurs p indiquées dans la figure ci-dessus. 
Source : Graciela Piñeyro B. L’efficacité des ligands à modifier l’interaction Gγ2-Kir3 a été 
corrélée avec l’efficacité observée pour induire l’activation de la protéine G, telle que mesurée par 
la liaison du GTP radioactif. L’analyse de corrélation faite avec le logiciel Prism4 a calculé une 













3.2.4 L’interférence avec le ciblage membranaire du canal ou la 
prévention de l’interaction adéquate avec le dimère Gβγ réduit 
l’activité du biosenseur 
Afin d’évaluer plus en profondeur la validité fonctionnelle de notre 
biosenseur, nous avons comparé les changements BRET induits entre Gγ2 et 
Kir3.1 dans des cellules co-transfectées avec ou sans la sous-unité Kir3.2. En 
l’absence de Kir3.2, Kir3.1 se rend moins bien à la membrane puisqu’il ne 
contient pas les motifs d’exportation requis, qui sont présents dans Kir3.2 
[154]. Ainsi, on s’attendrait à une réduction de l’adressage à la membrane des 
Kir3.1 en absence de Kir3.2, de même qu’une réduction de l’action des 
ligands efficaces dans des cellules exprimant Gγ2/Kir3.1 sans Kir3.2, en 
comparaison avec des cellules exprimant ce dernier. Afin de tester cette 
possibilité, nous avons comparé les changements BRET induits par SNC-80, 
DPDPE, UFP-512 et morphine dans des cellules exprimant ou non Kir3.2. 
Nos résultats BRET supportent la théorie que Kir3.1-Rluc se co-localise 
mieux avec les DOR membranaires en présence qu’en absence de Kir3.2. Les 
effets des ligands sur les valeurs net BRET générés par EYFP-Gγ2 et Kir3.1-
Rluc en absence de Kir3.2 sont moindres que lorsque Kir3.2 est présent 
(figure 22, page 78). Ainsi, la différence entre les deux groupes a indiqué que 
lorsqu’on interfère avec l’exportation du canal Kir3.1 à la membrane, on 
interfère aussi avec la capacité du biosenseur à répondre à l’activation du 
récepteur. Il convient de préciser que les différences des effets observés ne 




Figure 22. La capacité des ligands DOR à modifier l’interaction de Gβγ avec les sous-
unités Kir3.1 est réduite en absence de la sous-unité Kir3.2 
Des cellules HEK293 transfectées de façon transitoire avec les paires BRET EYFP-Gγ2 et 
Kir3.1-Rluc ainsi que les sous-unités hétérotrimériques Gαo et Gβ1γ2, accompagnés ou non de 
la sous-unité Kir3.2 du canal ont été traitées avec divers ligands (10 μM, 2 min) et le ratio du 
transfert d’énergie résultant a été comparé avec celui des cellules non-traitées (voir le tableau 
XVI à l’annexe I (page xx) pour les conditions de transfection). Une analyse de variance à 
deux facteurs a été faite afin de comparer les changements du signal BRET entre EYFP-Gγ2 et 
Kir3.1-Rluc en présence de Kir3.2 d’avec les changements BRET en absence de Kir3.2 (n = 
7). Les résultats ont été trouvés significativement différents, p < 0.001. La valeur du net 
BRET basal en présence de Kir3.2 était de : 0.209 ± 0.012, alors que la valeur du net BRET 











absence de Kir3.2 puisque l’omission de cette sous-unité ne modifie pas le net 
BRET obtenu en sa présence. 
Finalement, l’expérience des effets de différents ligands sur le BRET 
basal entre EYFP-Gγ2 et Kir3.1-Rluc a été répétée, cette fois-ci en remplaçant 
Kir3.1-Rluc de type naturel par l’un ou l’autre des mutants suivants : Kir3.1-
RlucΔ183-342 ou Kir3.1-RlucΔ342-501, ce qui équivaut à des mutations des 
canaux à l’extrémité C-terminale, la région qui se lie à l’hétérodimère Gβγ 
[148]. Donc, il était attendu que le signal BRET serait réduit entre EYFP-Gγ2 
et les mutants Kir3.1-Rluc si ce signal passait bel et bien par l’interaction 
entre le canal et la protéine Gβγ hétérotrimérique. Effectivement, nous avons 
observé non seulement l’abolition de tout changement BRET dépendant des 
ligands (figures 23A et 23B, page 80), mais aussi  une réduction du net BRET 
de base. Ces observations sont consistantes avec le fait que le retrait des sites 
d’interaction de Gβγ modifie non seulement l’interaction constitutive entre la 
sous-unité Kir3.1 et le dimère Gβγ mais aussi les effets induits par les ligands 




























Figure 23. Les changements conformationnels subis par les sous-unités Gβγ, suite à la 
liaison du ligand au récepteur, sont ressentis par les Kir3.1 de type naturel et non pas 
par les Kir3.1 qui n’ont pas les sites d’interaction du dimère 
Des cellules HEK293 transfectées de façon transitoire avec les paires BRET EYFP-Gγ2 et 
Kir3.1-Rluc, Kir3.1-RlucΔ183-342 (A) ou Kir3.1-RlucΔ342-501 (B) ainsi que les sous-unités 
hétérotrimériques Gαo et Gβ1γ2 et la sous-unité du canal Kir3.2 ont été traitées avec divers 
ligands (10 μM, 2 min) et le ratio du transfert d’énergie résultant a été comparé avec celui des 
cellules non-traitées. Voir le tableau XVII à l’annexe I (page xx) pour les conditions de 
transfection. Les résultats ci-dessus correspondent à la moyenne ± l’erreur standard d’au 
moins 4 expériences effectuées afin d’évaluer les changements de net BRET induits par les 
ligands énumérés ci-haut. Les changements de net BRET ont été calculés en soustrayant le 
BRET basal du BRET détecté en présence des ligands. Dans les deux cas, les données ont été 
comparées par analyse de variance à deux facteurs répétée. Les deux comparaisons ont 
démontré l’ effet de la sous-unité (p < 0.0001) où les changements BRET induits par les 
ligands sont plus élevés dans les cellules transfectées avec le canal potassique Kir3.1 de type 
naturel comparé aux canaux potassiques Kir3.1 mutants à l’extrémité C-terminale. La valeur 
du net BRET basal en présence de Kir3.1-RlucΔ183-342 était de : 0.173 ± 0.022, alors que la 
valeur du net BRET basal en présence de Kir3.1-RlucΔ342-501 était de 0.169 ± 0.012. Le net 




















































































































































































































Tout d’abord, nous avons déterminé que les DOR forment des 
complexes signalétiques constitutifs avec la protéine G hétérotrimérique et le 
canal Kir3. Nos expériences de BRET ont indiqué des signaux de base entre 
les paires BRET DOR-EYFP/Kir3.1-Rluc, DOR-Rluc/EYFP-Gγ2 ainsi que 
EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc. Nous avons interprété ces résultats comme étant 
représentatifs de l’association constitutive des protéines G, des récepteurs et 
du canal. Les expériences de co-IP ont démontré que Kir3.1 est récupéré 
lorsque FLAG-DOR est immunopurifié, et que Gγ2 est récupéré lorsque 
FLAG-Kir3.1 est immunopurifié, ce qui confirme les associations 
constitutives des protéines DOR et Kir3.1 ainsi que Gγ2 et Kir3.1. En plus, les 
titrations que nous avons faites en BRET ont révélé des signaux saturables, 
suggérant une interaction spécifique entre DOR et Kir3.1 ainsi qu’entre Gγ2 et 
Kir3.1. Par opposition, la titration du contrôle négatif entre la paire BRET 
ΔCD8-EYFP/Kir3.1-Rluc n’a démontré qu’une faible pente, révélant une 
interaction non-spécifique entre les deux protéines. Ainsi, nous avons conclu 
dans cette première série expérimentale que  DOR et Kir3.1, de même que Gγ2 
et Kir3.1 forment des associations constitutives et spécifiques.  
Pour ce qui est de l’interaction entre DOR et Gγ2, notre laboratoire 
avait préalablement établi, avec des méthodes semblables, que ces deux 
protéines forment également un complexe constitutif et spécifique qui contient 
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aussi les autres sous-unités de la protéine G hétérotrimérique [142]. De plus, 
l’étude de compétition a démontré que l’interaction BRET DOR-
EYFP/Kir3.1-Rluc est déplaçable avec FLAG-Kir3.1, ce qui confirme la 
spécificité de l’interaction DOR/Kir3.1. Le fait que le signal BRET se soit 
stabilisé à environ 0.016 présente la possibilité que les cellules transfectées à 
de très hautes concentrations de FLAG-Kir3.1 n’expriment pas la totalité des 
plasmides et donc ne permet pas une réduction absolue du signal BRET.  
Ensuite, nous avons établi que l’activation du DOR induit des 
changements conformationnels qui circulent à partir du récepteur jusqu’à 
l’effecteur en passant par le dimère Gβγ de la protéine hétérotrimérique. Par 
contre, l’interaction entre DOR et Kir3.1, confirmée par la courbe de titration 
démontrant un signal BRET saturable, n’a subi aucune modification 
détectable suite au traitement DPDPE de 10 μM pendant 2 min et donc, ni 
induit de changement conformationnel, ni de recrutement des partenaires 
BRET détectables. Ceci a été confirmé avec une expérience de co-IP : les 
complexes DOR-Kir3.1 ne se forment pas suite à l’activation de DPDPE 
puisque la même quantité de Kir3.1-Rluc a été récupérée avec ou sans 
traitement, suite à l’IP du DOR. Le fait que nous n’ayons presque pas observé 
de changement BRET entre DOR et Kir3 suite au traitement avec plusieurs 
ligands et différentes combinaisons de biosenseurs ne garantit pas qu’il n’y ait 
absolument aucun changement conformationnel entre les deux protéines (voir 
TIPP entre DOR et Kir3.2, figure 15), mais puisque ces changements 
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conformationnels n’ont pas permis de détecter tous les ligands capables 
d’activer le canal, nous croyons que les changements  conformationnels qui 
passent directement de DOR à Kir3 seraient minimaux et incommodes afin de 
produire un biosenseur.  
Après avoir constaté que les ligands DOR n’occasionnaient aucun 
changement du signal BRET pertinent entre les différentes paires DOR/Kir3 
testées, nous avons dirigé notre attention sur l’interaction entre le DOR, la 
protéine Gγ2 et le canal effecteur Kir3.1/3.2 pour déterminer si l’information 
conformationnelle passait du DOR à l’effecteur Kir3 par l’intermédiaire de la 
protéine G hétérotrimérique. 
Notre laboratoire a déjà regardé l’interaction entre DOR et Gα ainsi 
qu’entre DOR et Gγ, et nous avons trouvé que les changements BRET 
reflétaient des changements conformationnels uniques aux ligands [142]. 
Lorsque les différents ligands se lient aux DOR, nous avons détecté des 
changements dans les signaux BRET entre DOR-GFP/Gαi1-Rluc et DOR-
Rluc/GFP-Gγ2 qui s’expliquent par des réarrangements conformationnels et 
non par des assemblages de nouveaux complexes DOR/protéine G. En 
étiquetant la sous-unité Gα à plusieurs endroits, nous avons observé les 
changements de conformation induits par les ligands à partir de différents 
angles. Les résultats ont démontré que chaque ligand change la conformation 
à l’intérieur des complexes DOR/Gαi1 et Gαi1/Gβ1γ2 d’une façon unique, 
contrairement à la théorie traditionnelle qui dicte que chaque ligand devrait 
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activer le récepteur dans l’un ou l’autre de deux conformations possibles – 
active ou inactive – mais à différents degrés [142]. Par exemple, les 
changements conformationnels perçus par la sous-unité Gαi étiquetée avec la 
Rluc au 60e acide aminé sont corrélés avec l’accumulation d’AMPc, mais ne le 
sont pas avec la quantité d’ERK phosphorylé. Par contre, les changements 
conformationnels perçus par la sous-unité Gαi étiquetée au 122e acide aminé 
sont corrélés avec la quantité d’ERK phosphorylé, mais pas avec 
l’accumulation d’AMPc. 
Dans la présente étude, nous avons poursuivi la voie d’interaction 
entre DOR et Gγ, en testant des ligands connus pour avoir différentes 
efficacités à activer le récepteur et en comparant leur capacité à induire des 
changements conformationnels entre Gγ2 et Kir3.1. Cette comparaison nous a 
permis de constater que les changements BRET et donc conformationnels au 
niveau de deux interactions étaient positivement corrélés. Ceci nous a indiqué 
que la même information conformationnelle transmise par un ligand entre le 
DOR et la sous-unité Gγ2 était transmise au même degré que celle transmise 
de Gγ2 au canal Kir3.1/3.2. Nous avons trouvé que ces changements 
conformationnels étaient doses-dépendants, à des puissances semblables.  
Effectivement, nous avons établi que le complexe constitutif Gγ2 et 
Kir3.1 est modulable par des ligands en BRET. Les expériences BRET de 
titration et de point individuel à l’intérieur la paire EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc 
indiquent que le traitement avec l’agoniste DPDPE augmente les valeurs net 
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BRET de la courbe changement du signal BRET, ce qui peut refléter l’une ou 
l’autre des possibilités, mais notre expérience de co-IP n’a indiqué aucun 
recrutement de protéine à l’intérieur du complexe, suite au traitement DPDPE. 
Ensuite, on démontre que la sous-unité Gγ2 est récupérée lorsque Kir3.1 est 
immunopurifié, et les quantités de Gγ2 récupérées n’ont pas été affectées par 
le traitement avec DPDPE, ce qui corrobore l’idée que le changement de 
signal BRET observé préalablement entre Gγ2 et Kir3.1 lors du traitement 
DPDPE a été causé par un changement de conformation à l’intérieur du 
complexe multimérique, et non à cause d’un recrutement du canal à la 
protéine G suite à la liaison du ligand au récepteur. De plus, le traitement avec 
DPDPE n’a pas induit de modulation du signal BRET chez le contrôle négatif 
ΔCD8-EYFP/Kir3.1-Rluc impliquant un changement de conformation 
spécifique à Gγ2 et Kir3.1 lorsque le complexe est exposé au ligand. 
Une fois établi que les agonistes induisent des changements du signal 
BRET représentant des changements conformationnels à l’intérieur du 
complexe DOR/Gγ2/Kir3.1, nous avons comparé différents ligands dans leur 
efficacité à produire ce changement. Nous avons trouvé que les changements 
conformationnels suivent un rang d’ordre d’efficacité compatible avec celui 
publié pour ces ligands dans d’autres effecteurs [63, 65-67]. 
Par ailleurs, la littérature existante indique que Kir3.1 se rend mal à la 
membrane et nécessite la sous-unité Kir3.2 pour le faire [154]. En premier lieu 
nous avons fait des expériences d’IF pour vérifier cette observation 
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s’appliquait aussi  à notre biosenseur. Des expériences préliminaires 
d’immunofluorescence (figure 26, annexe II, page xxiv) ont démontré que le 
canal Kir3.1-Rluc nécessite la présence de Kir3.2 afin de s’exprimer de façon 
optimale à la membrane avec les DOR. Effectivement, nous avons regardé la 
co-localisation du DOR membranaire avec Kir3.1-Luc en présence et absence 
de Kir3.2. Tel qu’attendu, la co-localisation de Kir3.1-Rluc avec les 
récepteurs membranaire est nettement supérieure qu’en l’absence de 3.2. Au 
niveau fonctionnel, les données sont réduites en absence de 3.2 (résultats 
BRET, figure 22). À partir de là, nous concluons que si le récepteur est moins 
disponible à la membrane, le ligand a moins de facilité à atteindre celui-ci, ce 
qui explique les effets réduits observés. Bien que les ligands gardent l’ordre 
d’efficacité en absence de Kir3.2, leur effet est moindre. Pourtant, il reste 
toujours un effet, qui peut provenir du fait que, même si 
l’immunofluorescence montre peu de biosenseur à la membrane, cette 
technique est moins sensible que le BRET. Donc ce dernier serait capable de 
donner une réponse fonctionnelle même avec expression minimale du 
biosenseur à la membrane telle que vue par l’IF. Il existe également la 
possibilité que les ligands pénètrent à travers la membrane et atteignent les 
complexes DOR/Kir3.1 intracellulaires. Somme toute, le biosenseur BRET 
EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc nécessite la présence de Kir3.2 afin d’être ciblé de 
façon optimale à la membrane et de transmettre les effets des ligands tel 
qu’attendu. 
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Par ailleurs, la présence des mutations à la terminaison carboxyle de la 
sous-unité Kir3.1 a entraîné un changement de base et l’abolition de l’effet 
des ligands ayant préalablement eu un impact sur la conformation Gγ2/Kir3.1 
détectable en BRET. Puisque les régions supprimées des extrémités C-
terminales sont les sites de liaison du dimère Gβγ avec le canal Kir3.1, leur 
association est entravée (changement du net BRET de base) et le signal BRET 
ne peut plus se transmettre d’un à l’autre [95]. Ceci supporte notre hypothèse 
que l’information conformationnelle des ligands DOR passe nécessairement à 
travers la protéine G hétérotrimérique pour arriver au canal Kir3.1 et que le 
biosenseur BRET EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc nécessite forcément l’intégrité de 
l’interaction Gγ2/Kir3.1 pour bien fonctionner. 
Subséquemment, nous avons trouvé que les changements 
conformationnels sont corrélés avec certains paramètres de l’activation de la 
protéine G hétérotrimérique et sont ainsi concentration-dépendants, sensibles 
à la PTX et corrélés avec la liaison [35S]GTPγS. Effectivement, les 
changements BRET détectés entre Gγ2 et Kir3.1-Rluc ont été inhibés par la 
PTX, indiquant que le message conformationnel a besoin de l’activation de la 
protéine hétérotrimérique. Nous avons ensuite regardé la relation entre les 
changements conformationnels et l’efficacité des ligands à activer la protéine 
G en GTPγS. De plus, nous avons trouvé une corrélation entre une partie des 
ligands préalablement testés en BRET et leur efficacité à activer la protéine G. 
Un autre groupe a publié plusieurs résultats [35S]GTPγS comparant encore 
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plus de ligands DOR et même si leur résultat pour TICP était une diminution 
plus accrue de l’activation de la protéine G que celle que nous avons observé, 
les autres ligands suivent également de façon corrélée les changements BRET 
observés au niveau de l’interaction DOR/Gγ2 et Gγ2/Kir3 [68]. 
Bien que nous ayons caractérisé la complexes multimériques d’intérêt 
avec des méthodes d’immunopurification et de BRET, à tout moment à travers 
l’étude, nous ne pouvons qu’observer deux protéines à la fois. Il existe 
d’autres techniques de complémentation, telles le BiFC présenté dans 
l’introduction de cet ouvrage, ou encore de combinaisons de BRET et de 
FRET [156] qui permettent de regarder les interactions entre plus de deux 
partenaires. Il serait intéressant d’explorer de telles techniques dans le futur. 
Finalement, tel qu’indiqué dans la figure 27 de l’annexe II (page xxv), 
nous avons obtenu des résultats préliminaires grâce à une collaboration que 
nous entretenons présentement avec le laboratoire du Dr. T.E. Hébert à 
l’Université McGill, afin de déterminer quel est l’effet des ligands DOR (ici, 
SNC-80), que nous avons testés dans l’étude présentée, sur l’activation du 
canal Kir3 par méthode d’électrophysiologie [104, 157]. Il sera essentiel de 
pouvoir comparer les résultats avec les changements de conformation que 
nous avons obtenus en BRET et nous nous attendons à observer une 
corrélation positive entre les deux, pour valider le biosenseur ce qui 
supporterait d’autant plus l’utilité du biosenseur EYFP-Gγ2 et Kir3.1-Rluc à 
cribler pour des ligands des RCPG qui activent le canal. 
Conclusion 
Plusieurs récents progrès scientifiques ont inspiré l’hypothèse du 
projet ici présent : un biosenseur à l’intérieur du complexe multimérique 
DOR/Gαoβ1γ2/Kir3.1-3.2 basé sur la méthode BRET, une technique très 
prometteuse dans le criblage à haut débit, permettra de détecter l’efficacité de 
ligands DOR dans la voie de signalisation Kir3 et pourra être transposée à 
d’autres RCPG pour fin de criblage de nouvelles molécules. 
En effet, le développement de biosenseurs en tant que technologie 
constituée de deux modules, soit un élément sensible pour la reconnaissance et 
la liaison des analytes et un module transducteur pour transmettre et rapporter 
le signal n’a pour limite que l’imagination de ceux et celles qui les conçoivent 
[158]. L’utilisation de biosenseurs dans le criblage à haut débit devient 
rapidement très efficace comme méthode pour la recherche de nouveaux 
médicaments à partir des panoplies de molécules existantes et disposant d’un 
immense potentiel, surtout lorsqu’exploité dans des systèmes de cellules 
entières et vivantes tel que le permet la méthode de BRET [126, 127]. 
De plus, la théorie de la sélectivité fonctionnelle apporte un nouveau 
regard sur la définition de l’efficacité des molécules. Ainsi, si une même 
protéine peut adopter différentes conformations liées à différentes voies de 
signalisation, une molécule se liant préférentiellement à l’une des 
conformations possibles activerait préférentiellement une voie de signalisation 
de manière à engendrer plus précisément un effet recherché. Un des avantages 
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de notre biosenseur est qu’il nous permet de déceler l’activation des canaux 
Kir3 peu importe si le ligand est allostérique ou orthostérique, puisque c’est le 
changement de conformation détecté en BRET qui est indicateur de 
l’efficacité du ligand à activer le canal Kir3. 
Effectivement, en regardant la totalité de nos résultats présentés ci-
haut, nous avons conclu que les changements conformationnels induits par les 
ligands entre Gγ2 et Kir3.1, tels que détectés en BRET avec la paire de 
protéines EYFP-Gγ2 et Kir3.1-Rluc, sont corrélables à l’efficacité des ligands 
à activer la protéine G. Ceci signifie que la paire BRET EYFP-Gγ2 et Kir3.1-
Rluc pourrait être utilisée comme biosenseur afin de déterminer l’efficacité 
d’un ligand DOR nouvellement développé et dont on ne connaît pas encore 
l’efficacité. Par exemple, un ligand X induisant une différence de net BRET 
semblable à SNC-80 serait jugé plus efficace qu’un ligand Y induisant une 
différence de net BRET semblable à UFP-512, qui lui, serait jugé plus efficace 
qu’un ligand Z induisant une différence de net BRET semblable à TICP.  
Les méthodes de criblage à haut débit jouent un rôle important dans le 
développement de nouveaux médicaments. On recherche des méthodes peu 
coûteuses et efficaces pouvant cribler rapidement une grande banque de 
molécules détenant un potentiel presqu’infini. Voilà pourquoi les protéines 
EYFP-Gγ2 et Kir3.1-Rluc utilisées comme biosenseur BRET tel que démontré 
dans cet ouvrage représentent un nouvel outil intéressant pour le 
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développement des essais de criblage de nouveaux analgésiques qui agissent 
aux canaux Kir3, reconnaissant le besoin grandissant d’en découvrir bientôt. 
Effectivement, un tel système de biosenseur  BRET serait très 
intéressant s’il pouvait permettre le criblage à haut débit de  nouvelles drogues 
spécifiquement ciblant le complexe DOR/Gγ2/Kir3.1 afin d’identifier des 
ligands capables de produire l’analgésie avec moins d’effets indésirables 
associés à l’adénylate cyclase. Ceci semble s’avérer le cas pour la paire BRET 
EYFP- Gγ2/Kir3.1-Rluc, mais il reste à en démontrer la validité avec des 
expériences d’électrophysiologie, qui nous permettront d’évaluer l’activation 
réelle des canaux Kir3 suite aux traitements de ligands DOR.  
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Annexe I. Tableaux des conditions de transfection 
Les tableaux ci-dessous ont pour but de complémenter les figures 11 à 23 dans la 
section « Exposé et analyse des résultats » en présentant les différentes conditions de 
transfection pour chaque expérience. Les quantités de plasmide sont exprimées en μg 
pour chaque pétri de 10cm contenant environ 4.5 million de cellules HEK293. Les 
colonnes des tableaux des expériences BRET représentent les différentes conditions de 
transfection requises afin de calculer le « net BRET » en bout de ligne, c’est-à-dire, la 
colonne 1 donne les conditions des cellules non transfectées avec une protéine 
fluorescente, alors que les colonnes 2 à 11 donnent les conditions de cellules 
transfectées avec une quantité fixe ou croissante de protéine fluorescente. 
 
 
Tableau II. Conditions de transfection pour la figure 11 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
DOR-EYFP 0 0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1 2.5 5 10 15 
Gαι1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Gβ1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Gγ2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Kir3.1-Rluc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Kir3.2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
pcDNA3 15 14.995 14.99 14.95 14.9 14.5 14 12.5 10 5 0 








Tableau III. Conditions de transfection pour les figures 11 et 13 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
FLAG-DOR 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
Gαο 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 
Gβ1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
ΔCD8-EYFP 0 0.05 0.1 0.5 1 2.5 5 7.5 12 15 17 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
Kir3.2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
pcDNA3 17 16.95 16.9 16.5 16 14.5 12 9.5 5 2 0 
Total μg 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 
 
Tableau IV. Conditions de transfection pour la figure 13 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
FLAG-DOR 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
Gαο 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 
Gβ1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
EYFP-Gγ2 0 0.05 0.1 0.5 1 2.5 5 7.5 12 15 17 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
Kir3.2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
pcDNA3 17 16.95 16.9 16.5 16 14.5 12 9.5 5 2 0 
total μg 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 26.75 
 
Tableau V. Conditions de transfection pour la figure 24 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Kir3.1-Rluc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Gαi1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Gβ1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Gγ2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Kir3.2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
DOR-EYFP 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 
Kir3.1-flag 0 0.005 0.01 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 
pcDNA3 5 4.995 4.99 4.975 4.95 4.9 4.75 4.5 4 2.5 0 





Tableau VI. Conditions de transfection pour la figure 12 







Total μg 18 
 
Tableau VII. Conditions de transfection pour la figure 14 







Total μg 22 
 
Tableau VIII. Conditions de transfection pour la figure 15A 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 1 0 
DOR-EYFP 0 1 
Gαο 2 2 
Gβ1 2 2 
Gγ2 2 2 
Kir3.1-Rluc 1 1 
Kir3.2 1 1 







Tableau IX. Conditions de transfection pour la figure 15B 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 4 4 
Gαο 3 3 
Gβ1 5 5 
Gγ2 10.5 0 
EYFP-Gγ2 0 10.5 
Kir3.2-Rluc 0.5 0.5 
total μg 23 23 
 
Tableau X. Conditions de transfection pour la figure 15C 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 5 0 
DOR-EYFP 0 5 
Gαο 2 2 
Gβ1 2 2 
Gγ2 2 2 
Kir3.1-HA 0.2 0.2 
Kir3.2-Rluc 0.2 0.2 
Total μg 11.4 11.4 
 
Tableau XI. Conditions de transfection pour la figure 16 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
DOR-Rluc 0.5 0.5 
Gαο 4 4 
Gβ1 6 6 
Gγ2 12 0 
EYFP-Gγ2 0 12 
Kir3.1-HA 1 1 
Kir3.2 1 1 






Tableau XII. Conditions de transfection pour la figure 17 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 3 3 
Gαο 2 2 
Gβ1 2 2 
Gγ2 15 0 
EYFP-Gγ2 0 15 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 
Kir3.2 0.5 0.5 
total μg 23 23 
 
Tableau XIII. Conditions de transfection pour la figure 18 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 4 4 
Gαο 3 3 
Gβ1 5 5 
Gγ2 10.5 0 
EYFP-Gγ2 0 10.5 
Kir3.2-Rluc 0.5 0.5 
total μg 23 23 
 
Tableau XIV. Conditions de transfection pour la figure 20A 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
DOR-Rluc 0.5 0.5 
Gαο 4 4 
Gβ1 6 6 
Gγ2 12 0 
EYFP-Gγ2 0 12 
Kir3.1-HA 1 1 
Kir3.2 1 1 






TableauXV. Conditions de transfection pour la figure 20B 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 3 3 
Gαο 2 2 
Gβ1 2 2 
Gγ2 15 0 
EYFP-Gγ2 0 15 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 
Kir3.2 0.5 0.5 
total μg 23 23 
 
Tableau XVI. Conditions de transfection pour la figure 22 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 
FLAG-DOR 3 3 
Gαο 2 2 
Gβ1 2 2 
Gγ2 0 0 
EYFP-Gγ2 15 15 
Kir3.1-HA 0.5 0 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 
Kir3.2 0 0.5 
total μg 11.4 11.4 
 
Tableau XVII. Conditions de transfection pour la figure 23 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 
FLAG-DOR 2 2 3 3 2 2 3 3 
Gαο 1 1 2 2 1 1 2 2 
Gβ1 4 4 2 2 4 4 2 2 
Gγ2 12 16 15 15 0 0 0 0 
EYFP-Gγ2 0 0 0 0 15 15 15 15 
Kir3.1-Rluc 0 0 0.5 0.5 0 0 0.5 0.5 
Kir3.1-Rluc 0.5 0 0 0 0.5 0 0 0 
Kir3.1-HA 0 0.5 0 0 0 0.5 0 0 
Kir3.1-HA 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0.5 0 
Kir3.1-Rluc 0 0 0 0.5 0 0 0 0.5 
total μg 20 24 23 23 23 23 23 23 
 xxi
Tableau XVIII. Conditions de transfection pour la figure 25 
plasmide Quantité de plasmide (μg) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Gαο 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 1.75 
Gβ1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
EYFP-Gγ2 0 0.05 0.1 0.5 1 2.5 5 7.5 12 15 17 
Kir3.1-Rluc 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
Kir3.2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
pcDNA3 17 16.95 16.9 16.5 16 14.5 12 9.5 5 2 0 
total μg 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 23.75 
 xxii
ANNEXE II. Figures 24 à 27 
 
















Figure 24. Le signal BRET diminue lorsque Kir3.1-Rluc est déplacé par FLAG-Kir3.1 
Des cellules HEK293 exprimant une quantité fixe du donneur Kir3.1-Rluc, de l’accepteur 
DOR-EYFP ainsi que des sous-unités Gαi1β1γ2 et Kir3.2 ont été transfectées tel que décrit au 
tableau V (annexe I, page xvi). Les résultats ont été exprimés en net BRET (voir 
méthodologie, page 48, pour le calcul de cette valeur expérimentale), en fonction du ratio des 
quantités de plasmides transfectées, c’est-à-dire FLAG-Kir3.1/Kir3.1-Rluc. Initialement, le 
net BRET basal expérimental obtenu est de 0.048 ± 0.005 et est réduit jusqu’à un plateau 
projeté à 0.016 ± 0.003, occasionnant une réduction du net BRET de 62% entre le premier et 
le dernier point. Source : Nicolas Audet, candidat au doctorat en pharmacologie sous la 























Figure 25. Les canaux potassiques Kir3 interagissent de façon constitutive et spécifique 
avec des complexes comprenant la sous-unité Gγ2 hétérotrimérique et l’absence du 
récepteur DOR rend cette interaction non modulable par un agoniste 
Des cellules HEK293 exprimant une quantité fixe du donneur Kir3.1-Rluc ainsi que des sous-
unités Gαoβ1γ2 et Kir3.2 ont été transfectées avec des quantités croissantes des accepteurs 
listés dans la figure. L’agoniste SNC-80  a été introduit à une concentration de 10 μM, 2 min 
avant la lecture du signal BRET. Les résultats ont été exprimés en net BRET (voir 
méthodologie, page 48, pour le calcul du net BRET). Les quantités de plasmides transfectées 
sont indiquées au tableau XVIII de l’annexe I (page xxi). Pour la courbe EYFP-Gγ2/Kir3.1-
Rluc basal, le BRETmax est de 0.438 ± 0.012 et le BRET50 est de 2.509 ± 0.299. Pour la courbe 
EYFP-Gγ2/Kir3.1-Rluc avec traitement SNC-80, le BRETmax est de 0.452 ± 0.012 et le 
BRET50 est de 2.633 ± 0.308. 
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Figure 26. La distribution subcellulaire de Kir3.1 en présence et en absence de la sous-
unité Kir3.2 : Kir3.1-Rluc se co-localise avec les DOR membranaires en présence mais 
moins en absence de Kir3.2 
Les cellules HEK293 ont été transfectées de façon transitoire avec les plasmides suivants : 
FLAG-DOR, Gαo, Gβ1, Gγ2, Kir3.1-Rluc ± Kir3.2 dans le but de déterminer comment 
Kir3.1-Rluc se distribue lorsque co-exprimé avec ou sans Kir3.2. Les FLAG-DOR localisés à 
la membrane ont été marqués par introduction du premier anticorps antiflag in vivo  tandis 
que l’anticorps anti-Rluc a été introduit après la perméabilisation des cellules, ce qui a permis 
de localiser Kir3.1-Rluc soit à la surface ou à l’intérieur de la cellule. Des anticorps primaires 
contre l’épitope FLAG et la protéine Rluc ont ensuite été liés avec des anticorps secondaires, 
soit conjugués à Alexa 488, un fluorochrome émettant la couleur bleu-vert, soit conjugué à 
Alexa 647, un fluorochrome émettant la couleur rouge. Afin de visualiser 
l’immunofluorescence des cellules et la colocalisation du récepteur et de l’effecteur Kir, les 
images ont été analysées avec le programme ImageJ. Source : Mohammad Amraei, assistant 






Figure 27. L’effet électrophysiologique du ligand SNC-80 sur les cellules qui co-expriment DOR, 
Gβ1γ2 et Kir3.1/3.2 est annonciateur de l’activation du canal potassique Kir3 
Des cellules HEK293 ont été transfectées avec DOR, Gβ1, Gγ2, Kir3.1 et Kir3.2. Ensuite, les cellules ont 
été perfusées continuellement avec deux solutions à basse et haute concentrations de potassium pour 
permettre des mesures de courant en potentiel imposé. Les cellules ont été maintenues à –60 mV et 
perfusées avec une solution externe, et un traitement de 10 μM de SNC-80 a été manuellement appliqué à 
la cellule à l’aide d’une valve contrôlant sa relâche. Le temps de la réponse maximale est de l’ordre de 







ANNEXE III. Revue Médecine Sciences 
Au cours de ma maîtrise j’ai participé à la rédaction de la revue scientifique 
présentée ci-dessous. Cette revue intitulée « Sélectivité fonctionnelle des ligands 
des récepteurs opiacés » a été acceptée par Médecine Sciences et sera publiée en 
août-septembre 2010. 
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Les analgésiques opiacés, qui restent les plus efficaces pour le traitement des 
douleurs sévères, induisent des effets secondaires qui limitent leur utilisation 
en clinique. De nouvelles stratégies de recherches doivent donc être explorées 
afin de développer des ligands présentant un meilleur profil thérapeutique. La 
sélectivité fonctionnelle apparait comme une de ces stratégies. Elle 
consisterait à exploiter la capacité des ligands à stabiliser différentes 
conformations des récepteurs activant des voies de signalisation distinctes. Il 
serait ainsi possible de développer des ligands favorisant l’activation des voies 
responsables de l’analgésie, au détriment de celles associées aux effets 
indésirables. Cet article présente une synthèse des travaux qui mettent en 
évidence la sélectivité fonctionnelle des ligands des récepteurs opiacés μ et δ 
et propose deux hypothèses sur le type de sélectivité fonctionnelle à cibler 




Opiates are the most effective analgesics available for the treatment of severe 
pain. However, their clinical use is restricted by unwanted side effects such as 
tolerance, physical dependence and respiratory depression. The strategy to 
develop new opiates with reduced side effects has mainly focused on the study 
and production of ligands that specifically bind to different opiate receptors 
subtypes. However, this strategy has not allowed the production of novel 
therapeutic ligands with a better side effects profile. Thus, other research 
strategies need to be explored. One which is receiving increasing attention is 
the possibility of exploiting ligand ability to stabilize different receptor 
conformations with distinct signalling profiles. This newly described property, 
termed functional selectivity, provides a potential means of directing the 
stimulus generated by an activated receptor towards a specific cellular 
response. Here we summarize evidence supporting the existence of ligand-
specific active conformations for two opioid receptors subtypes (delta and 
mu), and analyze how functional selectivity may contribute in the production 




I. La sélectivité fonctionnelle : un nouveau concept pharmacologique 
Dans le but de prédire si un médicament aura la capacité de se lier à un 
récepteur (affinité) et de l’activer (efficacité), la pharmacologie classique se 
base sur des principes de type quantitatif. Ces principes reposent sur 
l'hypothèse qu’un récepteur oscille entre une conformation active et une 
conformation inactive, l’état actif étant responsable de toutes les réponses 
pharmacologiques associées au récepteur (figure 1a). Dans ce modèle, 
l’efficacité d’un ligand est définie par sa capacité à stabiliser diverses 
quantités d’une seule conformation active du récepteur : l’agoniste complet 
stabilise une grande quantité de la forme active, l’agoniste partiel une quantité 
moindre, l’agoniste inverse stabilise principalement la conformation inactive 
alors que l’antagoniste occupe le récepteur sans modifier la distribution entre 
les deux états de celui-ci [1]. 
 
Ce modèle pharmacologique classique a cependant été remis en 
question au cours de ces dernières années. Les progrès technologiques ont en 
effet permis de démontrer que l’ordre d’efficacité et/ou de puissance de 
différents ligands peut s’inverser lorsque ces propriétés sont évaluées sur 
plusieurs voies de signalisation [2]. Ces observations ne peuvent pas 
s’expliquer par l'existence d'un état actif unique, mais impliqueraient plutôt 
qu’un même récepteur puisse être stabilisé sous différentes conformations 
actives possédant des propriétés de signalisation spécifiques à chacune [1, 3]. 
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Avec ce nouveau concept est née l’idée que le développement de ligands 
sélectifs capables d’induire spécifiquement certaines conformations de 
récepteurs pourrait permettre de cibler des voies de signalisation et donc les 
réponses pharmacologiques qui y sont associées (figure 1b) [3]. La capacité 
d’un ligand à stabiliser un récepteur sous une conformation reliée à des 
propriétés de signalisation et/ou de régulation spécifiques [2] est appelée 
sélectivité fonctionnelle [1] ou « biased agonism » [3]. Ce nouveau paradigme 
fait actuellement l’objet d’une attention considérable puisqu’il constitue 
théoriquement un moyen de dissocier les effets désirables d’un médicament de 
ses effets indésirables, à condition bien sûr de connaitre les signaux 
responsables de chaque type de réponse. 
 
II. Les récepteurs opiacés 
Les récepteurs opiacés, dont les trois sous-types connus sont le μ 
(MOR), le δ (DOR) et le κ (KOR), appartiennent à la famille des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG). Leur activation est associée à l’inhibition de 
l’adénylate cyclase (AC) par les sous-unités Gαi/o et à la modulation 
d’effecteurs par les sous-unités Gβγ des protéines G hétérotrimériques (Gαβγ). 
Cette modulation inclut l’activation des kinases régulées par un signal 
extracellulaire (ERK) [4], l’activation des phospholipases C (PLC) [5] ainsi 
que la modulation des canaux calciques N/P [6] et des canaux potassiques à 
rectification entrante (GIRK) [7]. Les récepteurs opiacés peuvent également 
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induire une signalisation indépendante des protéines G. L’activation de la 
cascade ERK par la β-arrestine en est un exemple typique [8]. 
Les agonistes des récepteurs opiacés sont les analgésiques les plus 
efficaces actuellement disponibles. L’activation des trois sous-types conduit à 
des effets antinociceptifs, mais les opiacés généralement utilisés dans le 
traitement de la douleur (ex. : morphine, hydromorphone, fentanyl et 
oxycodone) agissent de façon prédominante sur le MOR, dont l’activation est 
indissociable d’effets indésirables tels que la constipation, la dépression 
respiratoire, la tolérance, la dépendance physique ainsi que les risques d’abus 
[9-11]. L’analgésie induite par les agonistes du KOR est associée à un 
potentiel d’abus inférieur à celui produit par les ligands du MOR [10], mais 
les propriétés psychomimétiques de ces agonistes [12], le développement de 
processus de tolérance [13] ainsi que leurs effets dysphoriques et anxiogènes 
[14] limitent leur utilisation en clinique. Enfin, les agonistes du DOR 
produisent moins de dépression respiratoire [15], de constipation [16] et de 
dépendance physique [17] que les agonistes du MOR, mais il a été démontré 
dans des modèles animaux de douleur chronique et aiguë qu’ils induisent la 
tolérance à l’analgésie [11, 18, 19].  
Ces observations suggèrent que le développement de ligands sélectif 
de l’un des sous-types de récepteur n'apportera qu'une réponse partielle aux 
problèmes des analgésiques opiacés. Par conséquent, de nouvelles stratégies 
doivent être élaborées afin de développer des agonistes opiacés possédant un 
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meilleur profil thérapeutique. Une stratégie consisterait à exploiter le concept 
de sélectivité fonctionnelle pour un sous-type de récepteur, notamment pour 
développer des opiacés présentant un potentiel de tolérance réduit. Dans les 
sections suivantes, nous évaluerons les données qui soutiennent l'idée selon 
laquelle les récepteurs opiacés constituent des cibles valables pour le 
développement de ligands fonctionnellement sélectifs. Nous proposerons une 
hypothèse sur le type de sélectivité fonctionnelle qui permettrait de réduire la 
tolérance analgésique. L'accent sera mis sur les ligands du MOR et du DOR, 
compte tenu de leur potentiel thérapeutique dans le traitement 
pharmacologique des douleurs sévères. 
 
III. Sélectivité fonctionnelle et signalisation des récepteurs opiacés 
La capacité des ligands opiacés à stabiliser différentes conformations 
actives a été démontrée sur des récepteurs purifiés en utilisant la résonance 
plasmonique de surface [20]. Il a été observé que l’affinité des DOR pour 
différentes sous-unités Gα varie en fonction de l’agoniste utilisé, démontrant 
ainsi que le ligand peut déterminer le partenaire de signalisation du récepteur 
auquel il est lié. Ces résultats sont en accord avec les observations obtenues 
dans des cellules vivantes, qui montrent que le DOR occupé par différents 
ligands interagit de façon distincte avec les différentes sous-unités du 
complexe Gαβγ [21]. 
 xxxii
La stabilisation de conformations spécifiques par divers ligands, qui 
entraine l’activation préférentielle de différentes cascades de signalisation, se 
manifeste par une inversion de l’ordre d’efficacité et/ou de puissance de ces 
ligands. Cette inversion est primordiale pour démontrer la sélectivité 
fonctionnelle des ligands [1, 3]. Par exemple, dans des cellules exprimant de 
façon endogène le DOR, l’agoniste DPDPE ([D-Pen2,5]-Enkephalin) produit 
une plus grande activation de la sous-unité Gαi2 que de Gαo2, tandis que 
l’agoniste deltorphine I active préférentiellement Gαo2 [22]. La sélectivité 
fonctionnelle des ligands du MOR n’a quant à elle pas encore été clairement 
démontrée bien qu’une inversion de l’ordre d’efficacité des agonistes pour les 
protéines de fusion MOR-Gαo1 et MOR-Gαi2 ait été observée [23]. 
Il est important de ne pas confondre la sélectivité fonctionnelle des 
ligands avec la sélectivité de signalisation qui dépend du type cellulaire. Dans 
ce dernier cas, la spécificité de la réponse pharmacologique est déterminée par 
les protéines de signalisation qui sont exprimées dans la cellule étudiée [3]. 
Les propriétés pharmacologiques et signalétiques des récepteurs opiacés 
peuvent en effet varier en fonction du profil d’expression protéique qui est 
spécifique à chaque type cellulaire. Différents partenaires de dimérisation 
peuvent ainsi modifier la pharmacologie des récepteurs [24, 25]. Pourtant, si 
aucune inversion de l’ordre d’efficacité et/ou de puissance des ligands n’est 
observée, ces modifications ne constituent pas une preuve irréfutable de la 
présence de conformations actives spécifiques aux ligands. 
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L’hétérodimérisation DOR/MOR, par exemple, produit un changement de 
couplage du DOR de Gαi3 vers Gαz, mais ne modifie pas l’ordre d’efficacité 
avec lequel le DPDPE et la deltorphine II activent les différentes sous-unités 
Gα [25].  
Par ailleurs, la sélectivité fonctionnelle ne se limite pas à produire 
l’activation de différentes sous-unités Gα. Elle peut également permettre 
l’activation de voies de signalisation par des mécanismes différents. La 
morphine et l’étorphine par exemple, deux agonistes du MOR, produisent 
l’activation des kinases ERK. Cependant, cette activation passe par 
l’intermédiaire de la protéine kinase C (PKC) dans le cas de la morphine alors 
que celle produite par l’étorphine implique la β-arrestine [8]. Ces deux 
mécanismes conduisent d’ailleurs à des distributions subcellulaires différentes 
des ERK, l’étorphine et la morphine entrainant respectivement une 
accumulation de la kinase dans le noyau et le cytoplasme [8]. Les ligands du 
DOR produisent également des conformations actives différentes du 
récepteur, avec une sélectivité fonctionnelle au niveau des voies ERK et AC. 
Le TICP (Tyr-TicΨ [CH2-NH]Cha-Phe-OH) et le DPDPE produisent tous 
deux l’activation de la cascade ERK, mais le DPDPE se comporte comme un 
agoniste dans la voie cyclase alors que le TICP est agoniste inverse sur cette 
voie [2]. Ces observations indiquent que même si le DOR occupé par l’un ou 
l’autre des ligands est capable d’activer la voie de signalisation des ERK, les 
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conformations sont nécessairement distinctes puisqu’elles produisent des 
effets opposés sur la voie de l’AMPc. 
 
IV. Sélectivité fonctionnelle et tolérance analgésique 
La tolérance à l’analgésie est un phénomène complexe qui implique 
des changements à différents niveaux d’organisation du système nerveux 
central. Ces changements débutent par des adaptations cellulaires et 
moléculaires qui se développent de façon progressive et vont aller interférer 
avec la fonction normale des circuits de perception de la douleur. En 
particulier, la tolérance aux opiacés est induite par un traitement prolongé et 
serait associée à la désensibilisation du récepteur et/ou à des changements 
adaptatifs au niveau cellulaire qui s’opposent aux effets induits par 
l’activation soutenue de ce dernier. 
a) Désensibilisation des récepteurs opiacés 
La désensibilisation des récepteurs se manifeste par une réduction de 
leur capacité de signalisation. Elle débute par l’activation des kinases 
dépendantes du second messager et/ou de type GRK (kinases des RCPG) qui 
entrainent la phosphorylation du récepteur et son découplage des protéines G. 
La phosphorylation par les GRK induit le recrutement de la β-arrestine au 
niveau du récepteur et permet ensuite la formation d’un complexe avec les 
protéines d’endocytose. Après leur internalisation, les récepteurs sont soit 
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dégradés par les lysosomes, soit recyclés au niveau de la membrane pour un 
nouveau cycle de signalisation (figure 2). 
La théorie pharmacologique classique prédit une corrélation directe 
entre la capacité de signalisation d’un ligand et sa capacité à induire des 
processus de régulation. Toutefois, certaines études ont montré l’absence 
d’une telle corrélation indiquant que les mécanismes de régulation peuvent 
également être induits spécifiquement en fonction des ligands utilisés. A titre 
d’exemple, la morphine qui se comporte comme un agoniste partiel du MOR 
dans la voie cyclase, produit la phosphorylation du récepteur par un 
mécanisme dépendant de la PKC et indépendant de GRK2 [26, 27]. À 
l’inverse, le DAMGO ([D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-Enkephalin), qui est 
agoniste complet sur la voie cyclase, n’est pas capable de stimuler la PKC, 
mais il induit la phosphorylation du MOR par un mécanisme dépendent de 
GRK2 [26]. Contrairement à la phosphorylation par la PKC, la 
phosphorylation par GRK2 facilite le recrutement de la β-arrestine vers le 
MOR, son internalisation ainsi que son recyclage (figure 2). Ces deux 
dernières étapes étant primordiales pour la resensibilisation des récepteurs 
phosphorylés, le DAMGO serait donc plus efficace que la morphine pour 
éviter la tolérance analgésique puisqu’il recrute GRK2 [28]. Un autre exemple 
de dissociation entre la signalisation et l’internalisation est observé avec 
l’herkinorine, un agoniste MOR dont on ignore les propriétés analgésiques et 
de tolérance. Ce ligand possède une efficacité de signalisation comparable à 
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celle du DAMGO, mais n’induit pas le recrutement de la β-arrestine et 
l’internalisation du récepteur [29]. 
Les agonistes du DOR peuvent également induire différentes 
conformations de récepteur possédant des propriétés de régulation distinctes. 
Les DOR activés par le DPDPE ou le SNC-80, par exemple, sont 
phosphorylés sur des résidus sérine et/ou thréonine différents, régulant ensuite 
différemment le trafic postendocytique [30]. Les DOR occupés par le DPDPE 
sont en effet plus susceptibles d’être recyclés à la membrane après leur 
internalisation que ceux activés par le SNC-80. Cette différence a été observée 
dans des cellules HEK293 et dans des cultures de neurones corticaux 
(résultats non publiés). Ainsi, les DOR traités avec le SNC-80 sont dégradés 
par voie lysosomale après leur internalisation, entrainant une extinction rapide 
du signal et le développement de la tolérance analgésique [19, 30]. À 
l’inverse, l’internalisation produite par le DPDPE entraine le recyclage à la 
membrane d’une partie des récepteurs, qui pourront alors retrouver leur 
couplage aux protéines G et permettre une certaine résistance à la 
désensibilisation [31]. Enfin, la démonstration la plus évidente de la sélectivité 
fonctionnelle des ligands au niveau de la désensibilisation du DOR a été 
fournie par la comparaison du SNC-80 avec son métabolite M100390. Alors 
que ces deux ligands activent les protéines G et induisent de l’analgésie avec 
la même efficacité, seul le SNC-80 produit la phosphorylation du récepteur, sa 
désensibilisation et induit la tolérance [19].  
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Ces résultats suggèrent que la tolérance à l’analgésie pourrait être 
réduite grâce à des ligands dont la sélectivité fonctionnelle permettrait de 
dissocier les processus de signalisation de ceux qui conduisent à la 
désensibilisation des récepteurs opiacés. Selon cette hypothèse, la mise au 
point d’agonistes n’induisant pas la phosphorylation et/ou ciblant le recyclage 
des récepteurs permettrait de diminuer la tolérance analgésique. 
b) Adaptations cellulaires 
L’action analgésique des opiacés est principalement transmise par les 
canaux [7]. La fermeture des canaux calciques par les opiacés inhibe la 
libération des neurotransmetteurs à partir des neurones afférents nociceptifs 
primaires [6], et l’activation des canaux potassiques hyperpolarise les relais 
neuronaux de la voie nociceptive [7] (figure 3). D’autre part, une inhibition 
prolongée de la voie cyclase par les opiacés entraine des adaptations 
cellulaires qui aboutiront finalement à une suractivation compensatoire de 
cette voie [28]. Plusieurs études démontrent une corrélation directe entre une 
production excessive d’AMPc et la tolérance analgésique : l’administration 
intracérébroventriculaire (i.c.v.) d’AMPc augmente la tolérance à l’analgésie 
[32]; l’administration i.c.v. d’inhibiteur de PKA réduit la tolérance à la 
morphine [33]; les souris génétiquement modifiées qui surexpriment l’AC-VII 
[34] et celles qui n’expriment pas les cyclases dépendantes de la calmoduline 
(AC-I/AC-VIII) [35] présentent respectivement une augmentation et une 
diminution de la tolérance à l’effet analgésique des opiacés. Ces observations 
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suggèrent qu’en dissociant la signalisation associée aux canaux ioniques de 
celle associée à la voie cyclase, il serait possible de générer des ligands 
opiacés aptes à produire un effet analgésique sans déclencher les adaptations 
cellulaires responsables d’une production exagérée d’AMPc. Par conséquent, 
un tel type de ligand induirait probablement moins de tolérance. 
 
V. Conclusion 
Les études qui ont été citées dans cette revue démontrent que les 
récepteurs opiacés peuvent adopter différentes conformations actives 
possédant des propriétés de signalisation et de régulation spécifiques. 
L’utilisation de modèles animaux a permis de démontrer qu’en exploitant la 
sélectivité fonctionnelle des ligands du DOR, les effets analgésiques produits 
par ce récepteur pourraient être dissociés des effets conduisant à la tolérance. 
Le défi est maintenant d’appliquer ce nouveau concept de sélectivité 
fonctionnelle afin de mettre au point de nouveaux analgésiques, en séparant 
les effets désirés des effets néfastes des opiacés. 
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Évolution du concept d’efficacité en pharmacologie. (a) Modèle à deux états : 
une conformation active unique est responsable de toutes les réponses 
associées à un récepteur donné. (b) États actifs multiples : différentes 
















Désensibilisation homologue et trafic intracellulaire des récepteurs opiacés. (I) 
Suite à l’activation prolongée du récepteur par un agoniste, des kinases de 
type GRK produisent la phosphorylation du récepteur. (II) Le recrutement de 
la β-arrestine permet le découplage des protéines G et l’interaction du 
récepteur avec les protéines d’endocytose. Le récepteur internalisé est alors 






















Rôle des signaux induits par les récepteurs opiacés dans la régulation de 
l’activité du circuit de perception de la douleur. Les récepteurs opiacés sont 
présents à la fois sur les terminaisons des neurones ganglionnaires, au niveau 
des neurones postsynaptiques de la moelle épinière ainsi qu’au niveau des 
interneurones spinaux. La moelle épinière joue donc un rôle de plaque 
tournante dans les contrôles ascendants et descendants de la douleur. 
L’activation des récepteurs opiacés (I) entraîne la fermeture des canaux 
calciques réduisant la libération de neurotransmetteurs par les nocicepteurs et 
(II) active les canaux potassiques responsables d’une réduction de 
l’excitabilité des neurones postsynaptiques. 
 
 
 
 
